BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis Doctoral

Estudio de la regulaciéon de la
expresion y de la relevancia de la
metiltransferasa PRMT8 en células
madre pluripotentes

Luzzani, Carlos Daniel

2013-03-26

Este documento forma parte de la coleccidon de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizaciéon debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Citatipo APA:

Luzzani, Carlos Daniel. (2013-03-26). Estudio de la regulacion de la expresién y de la relevancia
de la metiltransferasa PRMT8 en células madre pluripotentes. Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales. Universidad de Buenos Aires.

Citatipo Chicago:

Luzzani, Carlos Daniel. "Estudio de la regulacion de la expresion y de la relevancia de la
metiltransferasa PRMTS en células madre pluripotentes"”. Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales. Universidad de Buenos Aires. 2013-03-26.

UBA

Universidad de Buenos Aires

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

“DE- 5,

o e,

S FACULTAD S,
DE

CIENCIAS EXACTAS k
Y NATURALES

Universidad de Buenos Aires
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Departamento de Quimica Biologica

Estudio de la regulacion de la expresion y de la
relevancia de la metiltransferasa PRMTRS en células

madre pluripotentes

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor de la Universidad de Buenos Aires en el
area de Quimica Bioldgica

Carlos Daniel Luzzani

Director de tesis: Dra. Alejandra Sonia Guberman

Consejero de Estudios: Dra. Adali Pecci

Lugar de trabajo: Laboratorio de Regulacion Génica en Células Madre
Buenos Aires, 2013



Tesis Doctoral Carlos Luzzani

Estudio de la regulacion de la expresion y de la relevancia de la
metiltransferasa PRMT8 en células madre pluripotentes

Resumen

Las células madre embrionarias (ESCs) son células derivadas del macizo celular
interno (ICM) del blastocisto. Poseen la capacidad de auto-renovarse indefinidamente
en cultivo y de dar origen a células de las tres capas germinales, propiedad conocida
como pluripotencia. Existen tres factores de transcripcion fundamentales para la
regulacion génica de las células madre pluripotentes, Oct4, SOX2 y Nanog. Estudios de
inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlIP) han revelado que estos factores ocupan al
mismo tiempo las regiones promotoras de diversos genes a lo largo de todo el
genoma, sugiriendo que estos factores actian como el ndcleo de una red regulatoria
gue modula la expresidon de genes involucrados en la diferenciacién celular. Mientras
gue in vitro las ESCs pueden ser mantenidas indefinidamente en estado indiferenciado,
in vivo, conforme progresa el desarrollo, las células del ICM abandonan su estado
pluripotente para seguir diversos programas de diferenciacién. El inicio de dichos
programas depende, en gran medida, de la regulacion de la expresion de genes tejido-
especificos. Sin embargo, entender cudles son estos genes y cdémo son regulados no es
suficiente para explicar el comienzo del proceso de diferenciacién celular. Existen
ademds, cambios en la organizacidn de la cromatina a nivel global y de loci especificos,
registrandose multiples evidencias que relacionan la estructura de la cromatina de los
genes marcadores de estadio indiferenciado con el mantenimiento de la pluripotencia.

Nuestra hipdtesis postula que existiria una relacion bidireccional entre los
niveles y la actividad de proteinas que remodelan la cromatina y de los factores de
transcripciéon criticos en el mantenimiento de las propiedades de las células
pluripotentes. El objetivo general de este trabajo es contribuir al esclarecimiento de la
regulacion epigenética que ocurre en las ESCs durante la diferenciacion y el estado
epigenético de éstas cuando son mantenidas en estado indiferenciado. Para ello, nos

propusimos, en primer lugar analizar el patrén de expresion de proteinas
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modificadoras de la cromatina en ESCs indiferenciadas y en distintos estadios de
diferenciacion. Luego, una vez detectados genes de interés,evaluar el efecto de la
modificacion de sus niveles de expresion sobre el mantenimiento del estado
indiferenciado y en la diferenciacion de las ESCs. Por ultimo, nos propusimos estudiar
si los factores de transcripcién relevantes en la preservacién de la pluripotencia
regulan la expresion los genes en estudio.

Para nuestro primer objetivo, analizamos la expresion de enzimas relacionadas
con el remodelado de la cromatina mediante RT-gPCR en ESCs indiferenciadas y las
comparamos con la de células terminalmente diferenciadas. Posteriormente,
diferenciamos ESCs mediante un protocolo no dirigido y analizamos la expresidon de
estos genes lo largo del proceso de diferenciacién. Esta busqueda arrojoé una serie de
genes candidato que podrian tener un rol en el mantenimiento de las propiedades
basicas de las ESCs. Posteriormente, elegimos uno de estos genes, la metiltransferasa
Prmt8, para continuar nuestros estudios. Los otros genes que surgieron de este analisis
forman parte de otros proyectos de tesis. Utilizando tanto un protocolo de
diferenciacién no dirigido como uno dirigido hacia linaje neural, comprobamos que el
gen de Prmt8 se regula negativamente durante el proceso de diferenciacién. Por otra
parte, construimos una linea estable de mESCs que contiene en su genoma un shRNA
inducible contra Prmt8. Probamos que al inducir este shRNA los niveles de mensajero
de esta enzima disminuyen, y que esto en un principio no afecta la capacidad de auto-
renovacion de las células. Mediante andlisis de inmunofluorescencia estudiamos la
presencia y localizacién de marcadores del estado indiferenciado. No encontramos
diferencias sustanciales en los marcadores analizados al comparar las células
cultivadas en presencia del inductor del shRNA con las células control. Por otro lado,
diferenciamos la linea que sub-expresa Prmt8 y encontramos que estas células
parecen diferenciarse de forma diferente al control. Por ultimo, analizamos si la
expresion forzada de los factores de transcripciéon de pluripotencia modula la
expresion de Prmt8 en un sistema heterdlogo.

En conjunto los datos sugieren que Prmt8 es regulado positivamente por los
factores de transcripcién de pluripotencia, y modulado durante la diferenciacion,
hecho que podria ser clave en la determinacién del tipo celular de destino. En el futuro

planeamos realizar estudios de inmunoprecipitacién de la cromatina para estudiar la
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interaccidn de estos factores con el promotor de Prmt8. Por otra parte, nos interesa
estudiar con mayor profundidad si la presencia de esta metiltransferasa es vital para la
diferenciacion hacia algun tipo celular en particular.

Creemos que los conocimientos generados en el campo de la epigenética de
células madre pueden contribuir a plantear estrategias que ayuden, en un futuro, a

disefiar nuevas terapias celulares.

Palabras Clave:
Células madre embrionarias, células madre pluripotentes inducidas, auto-renovacion,

pluripotencia, arginina metiltransferasas, epigenética
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Regulation of the expression and relevance of the arginine
methyltransferase Prmt8

Summary

Embryonic stem cells (ESCs) are cells derived from the inner cell mass (ICM) of the
blastocyst. They have the ability to self-renew indefinitely in culture and to give rise to cells of
all three germ layers, property known as pluripotency. There are three basic transcription
factors that regulate gene pluripotent stem cells, Oct4, Sox2 and Nanog. Studies using
chromatin immunoprecipitation (ChlP) have shown that these factors are simultaneously
recruited to promoter regions of various genes throughout the genome, suggesting that these
factors act as a core regulatory network that modulates the expression of genes involved in
cell differentiation. While ESCs can be maintained in vitro in the undifferentiated state
indefinitely, in vivo, as development progresses, ICM cells leave their pluripotent state to
follow various programs of differentiation. The beginning of such programs depends largely on
the regulation of expression of tissue-specific genes. However, understanding who these genes
are and how they are regulated is not enough to explain the beginning of the process of cell
differentiation. There also changes in global chromatin organization and in specific loci,
registering evidence that link the chromatin structure of marker genes of the undifferentiated
stage with the maintenance of pluripotency.

Our hypothesis is that there is a bidirectional connection between the levels and the
activity of chromatin remodeling proteins and transcription factors that are critical for the
maintenance of pluripotent cell properties. The overall objective of this work is to contribute
to the elucidation of epigenetic regulation that occurs in ESCs during differentiation and the
epigenetic state of these when maintained in an undifferentiated state. For this purpose, we
sought, first to analyze the expression pattern of chromatin modifying proteins in
undifferentiated ESCs and at different stages of differentiation. Then, once detected genes of
interest, we will assess the effect of changing their expression levels on the maintenance of
the undifferentiated state and in the differentiation of ESCs. Finally, we decided to study
whether the relevant pluripotency core transcription factors regulate the expression of the
studied genes.

For our first objective, we analyzed the expression of the enzymes involved in

chromatin remodeling by RT-gPCR in undifferentiated ESCs and compared it with that of



Tesis Doctoral Carlos Luzzani

terminally differentiated cells. Subsequently, using the hanging drop differentiation protocol
we analyzed the expression of these genes during the differentiation process. This search
yielded a number of candidate genes that may play a role in maintaining the basic properties
of ESCs. Then, we chose one of these genes, the methyltransferase Prmt8 to continue our
studies. The other genes that emerged from this analysis are part of other thesis projects.
Utilizing both an undirected differentiation protocol as well as one directed towards neural
lineage, we found that the Prmt8 gene is negatively regulated during the differentiation
process. Furthermore, we constructed a mESCs stable line containing in its genome an
inducible shRNA against Prmt8. We prove that this shRNA inducing messenger levels of this
enzyme decreases, and this does not affect the ability of self-renewing cells. By
immunofluorescence analysis we studied the presence and location of the undifferentiated
state markers. No substantial differences were found when comparing the analyzed markers
cells cultured in the presence of inducer of control cells shRNA. Furthermore, differentiate the
sub-express line Prmt8 and found that these cells appear to differ from the control differently.
Finally, we examined whether forced expression of transcription factors modulates expression
of pluripotency Prmt8 in a heterologous system.

Taken together these data suggest that Prmt8 is positively regulated by the
transcription factors of pluripotency, and modulated during differentiation, which could play a
key role in determining the target cell type. In the future we plan to study the interaction of
these factors with the promoter Prmt8. Moreover, we want to explore further whether the
presence of this methyltransferase is vital for differentiation into a particular cell type. We
believe that the knowledge generated in the field of stem cell epigenetics can help create

strategies that help in the future, to design new cell therapies

Keywords:
Embryonic stem cells, induced pluripotent stem cells, self-renewal, pluripotency,

arginine methyltransferases, epigenetics
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El desarrollo de los mamiferos comienza con la unién entre el oocito y el
espermatozoide en el oviducto materno. La célula formada, el cigoto, dard origen
tanto al embridon como a todas las membranas extraembrionarias necesarias para su
correcto desarrollo. Luego de la fecundacién, el desarrollo de un organismo
multicelular continta mediante un proceso denominado segmentacién. Esta consiste
en una serie de divisiones mitdticas por medio de las cuales el enorme volumen del
citoplasma del cigoto es dividido en numerosas células nucleadas pequenas,
denominadas blastdmeros. Asi, el cigoto es dividido primero a la mitad, luego en
cuartos, en octavos y asi sucesivamente hasta formar una masa compacta de células
denominada moérula (Figura 1.1A). Posteriormente, la moérula da origen al siguiente
estadio, el blastocisto, que consiste en una capa exterior de células llamada trofoblasto
y una capa interna de células denominada macizo celular interno (MCI) (Figura l.L1A y
B). La descendencia de esta ultima poblacion homogénea de células debe generar los

mas de doscientos tipos celulares que constituyen el individuo adulto.

A B

E28 Tono

o\ T R Trofoblasto
{e}d 0 '\eﬂm B0 >

e ° i Troononast Macizo Celular . -

Interno

Cavidad del
Blastocisto

Figura 1: A) Desarrollo del blastocisto preimplantatorio. Extraido de Regenerative Medicine.
Department of Health and Human Services. August 2006. B) Esquema de blastocisto de mamiferos,
corte transversal. C) Inmunofluorescencia de un blastocisto de ratdn. La proteina Oct4 marca el MCl

mientras que Cdx2 es un marcador de células del trofoectodermo (Maserati et al., 2011)

Durante el desarrollo, sélo las células presentes en el évulo fertilizado o en el

cigoto hasta el estadio de ocho células, tienen el potencial de generar un organismo
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completo. Esta capacidad de formar un organismo con todos los tejidos embrionarios y
extraembrionarios que se requieren se conoce como totipotencia. Las células en el MCl
de un embridn peri-implantatorio ya no se consideran totipotentes sino pluripotentes,
debido a que no pueden originar un individuo pero si todos los tipos celulares
presentes en él. Conforme progresa el desarrollo y las células contindan
diferencidndose y comprometiéndose con un linaje celular particular, este potencial
para diferenciarse a otros tipos celulares disminuye.

El proceso de diferenciacién celular y compromiso hacia un determinado linaje
clasicamente se divide en dos etapas. La primera es una fase débil denominada
especificacion o compromiso, en la que el tipo celular todavia no se encuentra
determinado y cualquier inclinacidn hacia un destino en particular puede ser revertida
o transformada. En este momento, la diferenciacion es reversible. La segunda etapa es
la determinacion, en la cual el destino de la célula no puede ser revertido ni
transformado. En general, esto significa que si una célula estd determinada a
diferenciarse en una neurona, por ejemplo, no puede desarrollar una célula de la piel.
La determinacién estd seguida por la diferenciacion. La diferenciacién celular involucra
tanto cambios en la bioquimica y estructura como en la funcién de la célula, dando
como resultado tipos celulares especificos. Las células terminalmente diferenciadas
presentes en los tejidos adultos tienen, generalmente, un tiempo de vida
relativamente corto y deben ser reemplazadas continuamente por nuevas células del
mismo tipo. Dichas células son generadas a partir de progenitores y células
multipotentes. Estas células se clasifican como multipotentes porque ya se encuentran
comprometidas con cierto linaje y pueden dar origen solamente a un ndmero limitado
de tipos celulares.

Como dijimos anteriormente, cuanto mas diferenciada se encuentra una célula,
menor es su potencial para dar origen a otros tipos celulares. Todo el proceso del
desarrollo de un individuo estd determinado por células totipotentes con el potencial
para producir cualquier tejido. En el otro extremo, un organismo adulto estard
compuesto por miles de tipos celulares distintos, altamente especializados para
cumplir funciones sumamente definidas. Pero, aun asi, entre todas estas células
especializadas es necesario conservar una pequefa poblacién que sea capaz de

repoblar los tejidos, reemplazando las células que continuamente mueren.
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Totipotencia, pluripotencia, multipotencia y unipotencia, son términos acufiados para
definir el potencial de diferenciacion de las células que durante el desarrollo y la vida

adulta originaran el resto de las células necesarias para la vida: las células madre.

¢Qué son las células madre?

Las células madre tienen dos propiedades fundamentales que la definen:
pueden autorenovarse y son capaces de diferenciarse. El término “autorenovacién”
hace referencia al proceso mediante el cual una célula puede dividirse por mitosis para
dar lugar a dos células hijas idénticas entre si e iguales a la que les dieron origen. En el
caso de las células madre este proceso es, ademads, virtualmente infinito dado que
pueden proliferar casi indefinidamente.

Como ya vimos, existen distintos tipos de células madre que pueden clasificarse
segln su potencial de diferenciacion. Esta capacidad abarca desde aquellas con el
mayor potencial, las totipotentes, hasta las células progenitoras, que sélo se
diferencian a un tipo celular especifico y estdn ampliamente distribuidas en el tejido
adulto (Figura 1.2). Presentando potencial intermedio se encuentran las células madre
pluripotentes y las células madre adultas. Entre estas Ultimas se encuentran las células
madre hematopoyéticas y las células madre mesenquimales de la médula ésea, por
ejemplo. Las células madre de individuos adultos, como las células precursoras de los
linajes hematopoyéticos (Robb, 2007) o precursores neurales del hipocampo, tienen la
capacidad de diferenciarse a un repertorio limitado de linajes celulares. Por ejemplo
los precursores neurales pueden diferenciarse hacia un linaje neuronal o glial (Martino
& Pluchino, 2007). Por este motivo es que se las considera multipotentes. Las células
madre pluripotentes, en cambio, pueden diferenciarse a células de las tres capas
germinales del embrién, el endodermo, mesodermo y ectodermo. Esta capacidad,
como mencionamos anteriormente, les permite dar origen a cualquier tipo celular del
individuo adulto lo cual las hace sumamente atractivas como fuente de células para
terapias regenerativas. Estan representadas por las células madre embrionarias (ESC,

su sigla en inglés), las células epiblasticas, las células germinales y las células madre
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pluripotentes inducidas (iPSC, su sigla en inglés), las cuales fueron desarrolladas en los

ultimos afos.
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Figura 1.2: Estadios de la diferenciacidn celular versus el potencial para diferenciarse. Adaptado de

(Hochedlinger & Jaenisch, 2002)

Células madre embrionarias

Las células madre embrionarias fueron derivadas por primera vez en 1981 a
partir del MCI de blastocistos de ratdon por dos grupos de investigacion de manera
independiente (M. K. M. Evans, 1981; Martin, 1981). Estas lineas se derivaron tomando
células del MCI y cultivandolas sobre una capa de células nutricias o feeder layer de
fibroblastos embrionarios de raton (o MEFs, su sigla en inglés). La presencia de MEFs
en estos experimentos fue crucial, dado que aun no se conocian las vias de
sefializacion y mecanismos por los cuales se puede mantener las propiedades de estas

células in vitro. Una vez establecidas, se observd que las lineas de ESC de ratén podian
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cultivarse continuamente sin alteraciones de su cariotipo y presentaban una alta tasa
de proliferaciéon con un ciclo celular de aproximadamente 15 horas. Estas células
presentan, ademas, alta expresion de telomerasa (Hiyama & Hiyama, 2007) lo que
permite su cultivo por periodos virtualmente indefinidos de tiempo. Ante Ia
diferenciacién, este fenotipo inmortal se pierde y las células son susceptibles a
mecanismos de envejecimiento celular como cualquier célula diferenciada no
inmortalizada. Por otro lado, estas células retienen una capacidad enorme de
diferenciarse, de forma similar a lo que ocurre con las células del MCl dando origen a
células provenientes de las tres capas germinales.

Llamativamente, el primer cultivo de células madre embrionarias humanas
(hESCs) in vitro fue establecido diecisiete afios después que el de mESC, pese a que las
técnicas para su derivacién son comparables y varias de las herramientas moleculares
necesarias para identificarlas y caracterizarlas ya habian sido desarrolladas (Thomson,
1998). Esto se debe principalmente a dos motivos. El primero, es que el material
embrionario no era el adecuado y, segundo, a la reticencia inicial de los investigadores
de trabajar en un campo que posee complicaciones morales, legales y politicas. El
aporte de embriones humanos generados bajo altos niveles de calidad en clinicas de
fertilizacidn in vitro y la decisién politica de apoyar estudios posibilitaron la generacién
de las primeras lineas de hESC, abriendo un campo de investigaciéon que luego avanzoé
a una velocidad enorme. Las hESC resultantes, tenian algunas caracteristicas en comun
con sus contrapartes murinas como la expresién de ciertos marcadores moleculares,
alta actividad de telomerasa y la capacidad de formar de teratomas diferenciados in
vivo (Richards, Fong, Chan, Wong, & Bongso, 2002; Thomson, 1998). Para 2001 ya se
habian derivado mas de setenta lineas utilizando MEFs como feeder layer. Sin
embargo, estas lineas presentan la desventaja de haber sido establecidas y mantenidas
en cultivos con componentes animales lo que las hace inviables para utilizar en
terapias. Mas aun, las lineas cultivadas durante largos periodos en condiciones feeder
free presentan una gran heterogeneidad en la expresién de ciertos marcadores

moleculares y una gran inestabilidad cariotipica (Rosler et al., 2004).
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Bases moleculares del mantenimiento del estado indiferenciado y la pluripotencia

Como mencionamos anteriormente, las primeras mESC fueron derivadas y
mantenidas sobre una capa de MEFs. Posteriormente, se descubrid que el medio
condicionado de MEFs era capaz de mantener la autorenovacion y pluripotencia de las
mESC, eliminando la necesidad de utilizar una feeder layer. Para fines de los afios 80,
resultaba claro que estos fibroblastos secretaban alglin factor capaz de mantener las
ESCs en estado indiferenciado. Fue en el afio 1988 que dos grupos demostraron que
las MEFs inhibian la diferenciacién de ESCs via la produccién de la citoquina de la
familia de IL-6, el factor inhibidor de leucemia (LIF, por su sigla en inglés) (Smith et al.,
1988; Williams et al., 1988). Mas aun, al agregar LIF recombinante al medio de cultivo
las mESC pueden ser cultivadas en ausencia de MEFs o su medio condicionado por
largos periodos de tiempo. Esta citoquina se une a un receptor heterodimérico
compuesto por el Receptor de LIF § (LIFR) y gp130. La unién de LIF a su receptor
resulta en la activacion de la via de transduccién de sefales Jak/STAT. Jak fosforila
residuos tirosina tanto en gp130 como en LIFR los cuales, a su vez, reclutan y fosforilan
a STAT3, activandolo. Estd propuesto que la activaciéon de STAT3 es necesaria y
suficiente para mantener la pluripotencia de las mESC cuando son cultivadas en
presencia de suero fetal bovino (SFB) (Figura I.3A).

Una segunda via implicada en la autorenovacién de las mESC involucra la
sefializacion por proteinas morfogénicas del hueso (BMP, por su sigla en inglés), en
particular BMP4. Si bien BMP4 generalmente no se agrega como factor recombinante,
la presencia de éste en el SFB que contiene el medio en el cual se cultivan las mESC
parece tener efectos importantes en el mantenimiento del estado indiferenciado.
BMP4 actua promoviendo la expresion de los genes Id1 e Id3, los cuales inhiben la
diferenciacion neural. Ying y colaboradores lograron mantener mESC en condiciones
libres de SFB con el agregado simultaneo de LIF y BMP4 recombinante (Q. L. Ying,
Nichols, Chambers, & Smith, 2003). Este trabajo fue el primero en remarcar que la
autorenovacion de las ESCs tiene que deberse a una serie de eventos coordinados que
implican simultdneamente el mantenimiento del estado indiferenciado y el bloqueo de

la diferenciacion. De esta forma, la presencia de BMP4 inhibe la diferenciacidon hacia
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ectodermo neural, mientras que LIF actuaria inhibiendo la diferenciacidn hacia los

linajes endodermo y mesodermo.
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Figura 1.3: Vias de transduccién de sefiales implicadas en el mantenimiento de las propiedades basicas
de ESCs de A) ratén y B) humano. (Callihan, Mumaw, Machacek, Stice, & Hooks, 2011)

Estd propuesto que otras vias de sefializacion colaboran con las arriba
mencionadas en el mantenimiento de las propiedades de las células madre
embrionarias de ratén. En particular, la via de Wnt/Gsk3/Bcatenina suprime la
diferenciacién en ESCs y en embriones tempranos (Kielman et al., 2002). Inhibicién de
la via de la fosfatidil inositol 3 kinasa (PI3K) impide la progresién desde G1 a S del ciclo
celular y disminuye la proliferacion de mESCs (Jirmanova, Afanassieff, Gobert-Gosse,
Markossian, & Savatier, 2002). Y la activacion de la via de Ras/Raf/ERK promueve la
diferenciacién y suprime la autorenovacion de estas células (Burdon, Stracey,
Chambers, Nichols, & Smith, 1999; Yoshida-Koide et al., 2004). Recientemente, se ha
logrado mantener y derivar mESC sin factores provenientes del SFB, utilizando LIF y
una combinacion de inhibidores de kinasas (Q.-L. Ying et al., 2008). Este medio,
llamado 2i, contiene el inhibidor de Mek PD0325901 y el inhibidor de Gsk3 CHIR9902.
Las células cultivadas en 2i presentan menor heterogeneidad en la expresién de ciertos
factores de transcripcion relevantes en la preservacién de la pluripotencia que aquellas
cultivadas en presencia SFB. Esta caracteristica les confiere una mayor resistencia
frente a estimulos de diferenciacion externos que aquellas cultivadas en presencia de

SFB.
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En hESC, las vias de senalizacion involucradas en el mantenimiento de la
autorenovacion vy la pluripotencia son diferentes a las reportadas en células de ratén
(Figura 1.3B). Por ejemplo, la citoquina LIF no es capaz de mantener el estado
indiferenciado en las ESCs humanas (Humphrey, Beattie, & Lopez, 2004). Por el
contrario, estas células requieren de la activacion de las vias de TGFB/Activina/Nodal y
FGF para mantener su pluripotencia. El factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF2 o
bFGF) es el factor usado de rutina para promover la autorenovacion de hESC. La unién
de bFGF a su receptor lleva a la autofosforilacién de este ultimo y a la activacion de las
cascadas de RAS/ERK y de PI3K (R. Xu et al., 2005). Por otro lado, la superfamilia de
ligandos de TGFP transduce su senal al interior de la célula por dos ramas diferentes.
Los ligandos BMP y GDF lo hacen a través de los factores SMAD1 y SMAD5 mientras
que la rama de TGFB/Activina/Nodal lo hace a través de los SMAD2 y 3. En células
indiferenciadas los efectores SMAD2 y 3 se encuentran activados pero cuando éstas
son forzadas a diferenciarse, la activacion de SMAD2/3 decrece mientras que la de
SMAD1/5 aumenta (James, Levine, Besser, & Hemmati-Brivanlou, 2005). Ademas,
SMAD2/3 se une al promotor de NANOG, aumentando su transcripcion. Se encuentra
reportado que tanto la via de TGFB/Activina/Nodal como la de bFGF cooperan, y que la
activacién de ambas vias es necesaria para mantener el estado indiferenciado de hESC

por periodos prolongados de cultivo (R.-H. Xu et al., 2008).

Dado que poseen idéntico genoma, lo que distingue una célula pluripotente de
su contraparte diferenciada es su programa de expresidon génica. Dicho programa,
debe estar finamente regulado y debe ser capaz de ser transmitido a sus células hijas
de alguna manera. Los factores arriba mencionados interactian en una compleja red
de transduccién de sefales que permite el mantenimiento en estado indiferenciado de
ESCs. Sin embargo, la activacién de estas vias en células terminalmente diferenciadas
no es suficiente para establecer el perfil de expresién génica que posee una célula
pluripotente. Los primeros estudios genéticos con ESCs demostraron que los factores
de transcripcién Oct4 y Nanog son reguladores esenciales de ESCs y en el desarrollo
temprano in vivo (Chambers et al., 2003; Mitsui et al., 2003; Nichols et al., 1998). Estos
factores de transcripciéon se expresan tanto en ESCs como en células del MCI del

blastocisto. El silenciamiento tanto de Oct4 como de Nanog causa la pérdida de la
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pluripotencia. Asimismo, células defectivas en Oct4 se diferencian a trofoectodermo y
el silenciamiento de Nanog provoca diferenciacion a endodermo extraembrionario.
Oct4 puede, ademds, heterodimerizar con el factor de transcripcion Sox2,
contribuyendo a mantener el estado indiferenciado a través de la estabilizacién de los
niveles de Oct4.

Dos trabajos, uno de Boyer y colaboradores en 2005 y otro de Loh y
colaboradores en 2006, estudiaron qué sitios eran ocupados por Oct4, Sox2 y Nanog
en el genoma humano y de ratdn, respectivamente (Boyer et al., 2005; Loh et al.,
2006). Estos experimentos condujeron a tres descubrimientos importantes que
permitieron entender mejor los mecanismos moleculares por los cuales se establece y
mantiene el estado indiferenciado. El primero es que Oct4, Sox2 y Nanog se unen
juntos a los promotores de cada uno de ellos formando una red transcripcional
autoregulatoria. Este circuito autoregulatorio sugiere que los tres factores cooperan
para mantener su propia expresién en niveles precisos. Estudios funcionales
confirmaron ademas, que Oct4 y Sox2 son reclutados al mismo tiempo a los genes de
Oct4 y Nanog, induciendo su expresidon. Segundo, existen muchos genes cuyos
promotores son ocupados por los tres factores al mismo tiempo (Figura I.4A). Esto
sugiere que estos factores de transcripcidén actuan coordinadamente para mantener el
programa de expresion transcripcional requerido en células pluripotentes. Oct4 y
Nanog pueden, ademas, ser co-precipitados en ESCs. Por ultimo, los genes que son
ocupados por los tres factores pueden ser clasificados en genes dos grupos. Uno que
se transcribe activamente en ESCs y que incluye factores de transcripcion,
componentes de vias de transducciéon de sefiales y enzimas modificadoras de la
cromatina que colaboran para mantener el estado indiferenciado. El otro grupo
involucra factores de transcripcion del desarrollo, cuya expresién se asocia a la
diferenciacion celular y la especificacion de linaje, los cuales se encuentran silenciados
en ESCs. De esta ultima observacion se desprende la idea de que, ademads de promover
la expresion de genes especificos del estado indiferenciado, Oct4, Sox2 y Nanog

también contribuyen a mantener reprimidos multiples factores de diferenciacién.
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Figura I.4: A) Nimero de promotores a los que son reclutados Oct4, Sox2 y Nanog. Las
intersecciones de los diagramas representan los promotores que son ocupados simultaneamente por
dos o por los tres factores simultaneamente. B) Genes que son inducidos (grupo de arriba) o silenciados
(grupo de abajo) por Oct4, Sox2 y Nanog. Adaptado de Boyer et al. 2005.

éCOmo se evalua la pluripotencia y la auto-renovacion?

Existen distintas formas de analizar la pluripotencia de las ESCs. La prueba mas
rigurosa es la complementacién de células tetraploides. Este ensayo consiste, primero,
en generar blastocistos 4n. Para ello se toman embriones normales en el estadio de
dos células y se provoca la fusién de estas células por medio de corriente eléctrica.
Esta célula 4n continuara dividiéndose hasta llegar al estadio de blatocisto. Pese a que
este blastocisto tetraploide es capaz de implantarse en las paredes del Utero y de
generar tejidos extraembrionarios, sus células son incapaces de contribuir a los linajes
somaticos y, por ende, de formar un feto normal. Una vez generados los embriones 4n,
se les inyecta las células a probar. De esta forma, el feto que se forme estard
compuesto exclusivamente de células que derivan de las que fueron inyectadas.

Otro experimento de alta rigurosidad para analizar la pluripotencia de células
consiste en ensayar su habilidad para contribuir en la linea germinal y en todos los

tejidos de un animal adulto. Para ello, son inyectadas en blastocistos receptores,
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formando animales denominados quimera. Esta metodologia, sin embargo, no puede
ser empleada en hESCs por cuestiones éticas.

Una alternativa a los ensayos anteriores consiste en utilizar un modelo
experimental de injerto subcutdneo. Este modelo experimental, que también es muy
utilizado, consiste en la inyeccion de mESCs o hESCs en ratones
inmunocomprometidos, en los que forman tumores denominados teratomas. La
habilidad de las ESCs inyectadas de generar tumores que contengan distintos tipos
celulares derivados del endodermo, mesodermo y ectodermo es indicativa de su
pluripotencia (Ohtsuka & Dalton, 2008).

Existen también métodos in vitro para analizar la pluripotencia de las ESCs,
como la formacién de cuerpos embrioides, mediante un protocolo de diferenciacién
no dirigido, en los que se analiza la presencia de las tres capas germinales (Kurosawa,
2007) o la diferenciacion a linajes especificos.

Ademas del analisis funcional del potencial de diferenciacién de las ESCs, para
evaluar pluripotencia, otra propiedad que se debe analizar es el mantenimiento del
estado indiferenciado a lo largo de los sucesivos pasajes. Para ello, es comun el andlisis
de la expresion de marcadores moleculares como evidencia. Muchos de estos
marcadores son factores de transcripcién expresados en el MCl y en las ESCs, que han
demostrado roles importantes en su mantenimiento. Los marcadores mas importantes
y mejor caracterizados incluyen a los factores de transcripcion Oct3/4, Nanog y Sox2
(Niwa, 2007). Otros marcadores incluyen alta expresidon de TERT, que es la subunidad
catalitica de la telomerasa, la tetraspanina CD9 y a los carbohidratos N-
acetilglucosamina y SSEA-1 (Ohtsuka & Dalton, 2008). De modo similar, se encuentran
descriptos marcadores moleculares especificos para analizar las células diferenciadas.
Entre éstos se encuentran B3-tubulina que marca el linaje de ectodermo, Brachyury
gue identifica derivados del mesodermo y alfafetoproteina (AFP) que marca el linaje
del endodermo (Takahashi & Yamanaka, 2006). Por otro lado, Cdx2 y Gata6 marcan a
los linajes del trofoectodermo y del endodermo primitivo, respectivamente (Niwa,
2007). La existencia de marcadores moleculares facilita en gran medida, si bien no de
modo concluyente, el andlisis del estado indiferenciado asi como de la diferenciacién

de ESCs y es una herramienta de uso cotidiano en el trabajo con éstas.
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Células Madre Pluripotentes Inducidas

Durante el normal desarrollo de un individuo, las células transitan un proceso
de diferenciacion unidireccional desde el cigoto totipotente, pasando por las células
pluripotentes del macizo celular y el epiblasto, hasta llegar a células diferenciadas y
comprometidas con un tipo celular determinado. Estas transiciones ocurren en el
contexto del embrién como resultado de sefiales extracelulares, interacciones célula—
célula y modificaciones epigenéticas especificas. Sin embargo, este proceso puede ser
revertido y llevar una célula terminalmente diferenciada a un estadio pluripotente, si
se activan las sefiales adecuadas. En 2006 Takahashi y Yamanaka lograron reprogramar
células somaticas, produciendo células similares a las ESCs (Takahashi & Yamanaka,
2006). Para ello introdujeron en MEFs y en fibroblastos adultos genes que codifican los
factores de transcripcion Oct4, Sox2, KIf4 y C-Myc, forzando su expresién, vy
seleccionaron con antibiéticos aquellas células que expresaran un gen blanco de Oct4,
llamado Fbx15 (Figura I.5). Dichas células fueron llamadas Células Madre Pluripotentes
Inducidas (o iPSC, por su sigla en inglés) y demostraron ser pluripotentes en ensayos
de formacién de teratomas aunque, en una primera instancia, las células
reprogramadas de esta manera no lograron dar ratones quimeras. En este primer
ensayo de reprogramacién, los promotores enddégenos de Oct4d y Nanog
permanecieron mayormente metilados y sus niveles de expresién fueron muy bajos o
no alcanzaron los de ESCs. Posteriormente, se reprogramaron células somaticas
utilizando el reportero Nanog-GFP como criterio de seleccidn mas estricto. Las células
Nanog-GFP positivas, resultaron completamente reprogramadas a un estado
pluripotente mostrando varias cualidades similares a células embrionarias. Entre ellas,
un perfil de expresidn idéntico a las ESCs, expresién de Oct4 y Nanog enddégenos vy
promotores de genes de pluripotencia hipometilados. Las Nanog-iPSC formaron,
ademas, ratones quimera que aportaron células a su linea germinal (Okita, Ichisaka, &
Yamanaka, 2007). Un afio después de su primer trabajo, el grupo de Yamanaka logré
reprogramar células somaticas humanas (Takahashi et al., 2007). El cambio de
paradigma que significd el trabajo de Yamanaka permitié eludir el problema ético del
uso para investigacion y terapia de las células madre embrionarias vy, a la vez, resolvié

el problema técnico de rechazo inmunoldgico que tendrian estas células dado que
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ahora se podrian generar células reprogramadas del propio paciente a trasplantar. No
obstante, la comunidad cientifica hoy en dia, considera que la aplicacidn terapéutica
de iPSCs paciente-especifica resultaria demasiado costosa e incompatible con los
tiempos requeridos para este tipo de terapia. Alternativamente, se estd trabajando en

el establecimiento de bancos de IPSCs.
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Figura I.5: Al forzar la expresidn de ciertos factores en células adultas se logra desdiferenciarlas
(reprogramarlas) a células similares a las ESCs. Estas células reprogramadas, llamadas iPSC, pueden ser
luego diferenciadas a células derivadas de las tres capas embrionarias: endodermo, mesodermo y
ectodermo.

Epigenética de las Células Madre Pluripotentes

Como mencionamos anteriormente, todas las células de un adulto provienen
de una sola célula: el oocito. Estas células comparten el mismo genoma, sin embargo
tienen fenotipos muy distintos y cumplen funciones muy diferentes. Esto significa que
la identidad de cada célula es adquirida durante el desarrollo, mayormente por
mecanismos epigenéticos. Estos cambios epigenéticos son, generalmente,
unidireccionales y provocan cambios en el programa de expresién génica de las células
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que redundan en cambios fenotipicos y especializacién de la funcién celular. La
regulacion epigenética de la expresidn génica ocurre a diversos niveles que incluyen
metilacion de islas CpG en el DNA, modificaciones de histonas, rearreglos de
nucleosomas y estructuras de cromatina de orden mayor y dindmica nuclear.

La metilacidn de citosinas en el dinucledtido CpG de promotores es la forma de
modificacidon epigenética predominante a nivel del DNA. El patrén de metilacién en el
DNA de mamiferos es mantenido por la DNA metiltransferasa 1 (DNMT1). Esta
metiltransferasa metila preferentemente DNA hemi-metilado manteniendo las
metilaciones durante la replicacidn del DNA. Por el contrario, las DNMT3A y DNMT3B
no presentan preferencias por el DNA hemi-metilado y pueden metilar DNA no
modificado de novo. Estas metiltransferasas son las responsables de restaurar los
niveles de metilacion en las células del macizo celular interno del blastocisto luego de
la fertilizacion (Okano, Bell, Haber, & Li, 1999). Ambas, las metiltransferasas de novo y
las de mantenimiento se expresan en ESCs. Mds aun, deficiencias en estas enzimas
causan hipometilacion del DNA y una progresiva pérdida de su potencial de
diferenciacién (Chen, Ueda, Dodge, Wang, & Li, 2003). Resulta interesante que esta
hipometilacion del DNA parece no afectar la capacidad de autorenovacion de las ESCs
(Tsumura et al., 2006).

Sin embargo, la metilacidon del DNA no es la primera modificacion epigenética
que ocurre tras la llegada de un estimulo de diferenciacién, sino que ésta actua
consolidando la represién génica previamente establecida. La modulacidn en los
programas transcripcionales durante el desarrollo estd dada por la regulacién en la
organizacién de la cromatina.

El término cromatina fue creado en 1882 por Walther Flemming luego de que
observé, por técnicas histoldgicas, una estructura fibrosa en el nucleo. Esta estructura
se tefila mas intensamente que otras y por eso la llamé cromatina (material que se
tife). Cincuenta anos después, Emil Heitz hizo la distincion entre heterocromatina y
eucromatina basdndose en la tincién diferencial entre estos dos componentes. La
heterocromatina representa las zonas mds densamente compactadas y mas
fuertemente tefiidas, mientras que la eucromatina consta de las porciones levemente
tefidas. La unidad fundamental de la cromatina son los nucleosomas, compuestos por

dos copias de las cuatro proteinas histonas clasicas, H2A, H2B, H3 y H4, rodeadas por
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146 pares de bases de DNA. Los nucleosomas se conectan entre si por regiones de DNA
“linker” asociado a la histona H1, las cuales pueden tener tamafios variables (Gan,
Yoshida, McDonald, & Owens, 2007). Posteriormente, un nivel de organizacién de
orden superior lo constituye la fibra de 30 nm, compuesta por grupos de nucleosomas
empaquetados unos sobre otros, adoptando disposiciones regulares debido a la accién
de la histona H1. Existen diversos grados superiores de plegamiento, siendo los
cromosomas que se observan en la metafase de la mitosis el nivel maximo de

compactacion del DNA (Figura 1.6).

ADN doble cadena

Nucleosomas

Nucleosomas
empaquetados en
fibra de 30 nm

Fibra de 300 nm

Seccion condensada
del cromosoma

Cromosoma mitético
completo

Figura I.6: Niveles de organizacidn de la cromatina en células eucariotas.
Extraido y modificado de Felsenfeld y colaboradores (Felsenfeld & Groudine, 2003)
La evidencia recolectada hasta el momento mediante técnicas histoldgicas y
microscopia electrénica sugiere que la conformacion de la cromatina en células madre
se encuentra mayormente abierta, es decir, que casi no contienen zonas

heterocromaticas (Park et al., 2004). En comparacion, las células diferenciadas poseen
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mas zonas compactas que se tifien fuertemente. Mas aun, el patrén epigenético de las
ESCs también se puede encontrar en las células del MCl, in vivo (Ahmed et al., 2010).
Estos estudios son apoyados, ademds, por estudios de sensibilidad a nucleasas: las ESC
son muy sensibles al tratamiento con DNAsa | o nucleasa micrococal (MNasa) pero se
tornan mas resistentes a estas enzimas luego de que son diferenciadas in vitro. Esta
conformacién “abierta” de la cromatina en ESCs sugirid la posibilidad de que estas
células tuvieran una mayor transcripcion general que las células comprometidas con
un tipo celular en particular. Estudios del tipo whole genome han confirmado estas
conjeturas, revelando una elevada actividad transcripcional global en células
indiferenciadas la cual se pierde cuando las células son diferenciadas (Efroni et al.,
2008).

Estas caracteristicas tan particulares de la organizacién cromatinica de las ESCs
despertaron, en los ultimos afos, un gran interés en el ambiente cientifico. En
particular, surgen interrogantes en cuanto a si esta conformaciéon es vital para

mantener el estado indiferenciado y es la causa de la elevada actividad transcripcional

de estas células. Existen, a grandes rasgos, dos formas de regular la estructura de la
cromatina: la modificacién ATP-dependiente del posicionamiento de los nucleosomas y
la modificacion covalente de histonas. Las proteinas histonas que componen los
nucleosomas pueden sufrir mds de cien modificaciones post-traduccionales diferentes,
incluyendo acetilacién, metilacién, fosforilacién, ubiquitinacién, sumoilacién, poliADP
ribosilacion e isomerizacion de prolinas (Figura I.7A). Esto ocurre mayormente en la
porcién amino terminal de estas proteinas, denominada “cola”. Las modificaciones
post-traduccionales mas estudiadas son: la acetilacidn en la cual la adicién del grupo
acetilo esta catalizada por enzimas acetil-transferasas de histonas (HATSs, por su sigla
en inglés) y la remocion del mismo por deacetilasas de histonas (HDACs) (Figura I.7B); y
la metilaciéon, en la cual las metil-transferasas de histonas (HMTs) agregan el grupo
metilo y las demetilasas de histonas (HDMs) lo quitan (Figura 1.7C). En general, la
acetilacién de las histonas H3 y H4 y la trimetilacion de la lisina 4 de la histona H3
(H3K4me3) sefalizan la unién de la Polimerasa Il al DNA y correlaciona con la
activacion transcripcional. Por el contrario, trimetilacion de la lisina 9 o de la lisina 27
de la histona H3 (H3K9me3 y H3K27me3, respectivamente) son indicadores de

represion transcripcional (Bernstein, Meissner, & Lander, 2007).
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La cromatina de las ESCs es abundante en marcas epigenéticas asociadas a
activacion transcripcional. Sin embargo, como dijimos anteriormente, para prevenir la
diferenciacién celular prematura, deben estar silenciados los genes que regulan el
desarrollo. Llamativamente, dichos genes no sdlo presentan marcas represivas como
H3K27me3 sino también marcas activadoras, como H3K4me3 (Bernstein et al., 2006)
(Figura 1.8). Se cree que estos dominios “bivalentes” se encuentran silenciados en
células pluripotentes, pero preparados para activarse rdpidamente en el caso de

recibir algun estimulo de diferenciacion.
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Figura I.7: A) Mapa de las modificaciones post-traduccionales que pueden sufrir los residuos
aminoacidicos (recuadros de la derecha) de las histonas correspondientes (recuadros mas pequefios de
laizquierda) (Portela & Esteller, 2010). B) Ejemplos de distintas HATs que catalizan la adicion de un
grupo acetilo y HDACs que lo remueven. C) Ejemplos de distintas HMTs que adicionan un grupo metilo y
HDMs que lo remueven (Day & Sweatt, 2011)

Las enzimas que modifican post-traduccionalmente a las histonas se Ilaman
remodeladores de cromatina. Muchas de ellas han demostrado cumplir alguna funcion
en ESCs. Uno de los grupos de remodeladores mas investigados y mejor caracterizados
hasta el momento es el grupo de proteinas Polycomb (PcG). Este grupo incluye al
complejo represor Polycomb 2 (PRC2) que cataliza la adicién de la marca H3K27me3 y
el PRC1, que reconoce dicha marca. Estudios a nivel global en mESCs y hESCs revelaron
que varias proteinas del PcG se encuentran posicionadas preferentemente sobre
aquellos genes reguladores del desarrollo que estan silenciados (Boyer et al., 2006; T. I.

Lee et al., 2006). Las ESCs deficientes en proteinas PcG son incapaces de silenciar

20



Tesis Doctoral Carlos Luzzani

genes linaje-especificos y, pese a que son capaces de mantenerse en estado
indiferenciado, estas células tienen muchos defectos durante el proceso de
diferenciacién (Chamberlain, Yee, & Magnuson, 2008). Las proteinas PcG son
reclutadas a sus genes blanco por la demetilasa de histonas Jarid2. Las células
deficientes en Jarid2 se diferencian defectivamente, lo que refuerza la hipdtesis de que
la actividad del PRC2 es indispensable para el correcto encendido de los genes linaje-
especifico. Los trabajos que demuestran la necesidad de Jarid2 en el reclutamiento del
PRC2 fueron publicados durante el transcurso de esta tesis de doctorado (Landeira et
al., 2010; Pasini et al., 2010).

Como mencionamos anteriormente, la trimetilacion de H3K9 también esta
asociada a la represion transcripcional (Figura 1.8). Esta marca se encuentra presente
en alrededor de un 4% en células indiferenciadas y aumenta hasta el 12% en células
diferenciadas (Hawkins et al., 2010). La enzima responsable de adicionar esta marca es
la metil-transferasa G9a (también llamada EHMT2). Esta enzima se requiere para
silenciar el gen de Oct4 durante la diferenciacion, uniéndose a su promotor vy
metilando las histonas presentes. Posteriormente G9a recluta DNMTs lo cual lleva, a su
vez, a la metilacion y heterocromatinizacion definitiva del promotor de este regulador

maestro de la pluripotencia (Epsztejn-Litman et al., 2008).

H3K4me2
H3K27me3 H3K4me3
H3K9me3 Acetylation
DNAme - H2A.Z

Promoters
Figura 1.8: Las distintas marcas epigenéticas se asocian a diferentes niveles de transcripcion (Zhou,

Goren, & Bernstein, 2011)
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Ademas de la adicion o remocién de marcas de histonas, otra forma de regular
la estructura de la cromatina es modificar la posicidn de los nucleosomas mediante
enzimas ATP-dependientes. Este nivel de regulacién epigenética también es
importante para mantener las propiedades fundamentales de las ESCs. Las enzimas
modificadoras ATP-dependientes se clasifican en cuatro familias: SWI/SNF (por
swich/sucrose nonfermentable), CHD (por chromodomain helicase DNA binding), ISWI
(por imitation swich) e INOS8O (inositol-requiring 80). Aunque existen representantes de
las cuatro familias que cumplen algun rol en ESCs, quizads uno de los mas relevantes es
el complejo BAF de la familia de SWI/SNF. Este complejo tiene una composicidn
especifica en células madre, llamado esBAF, siendo BRG1 su subunidad catalitica. Los
ratones knock out para Brgl mueren en el estadio peri-implantatorio y las ESCs
defectivas en este gen muestran una morfologia aberrante, una menor tasa de
proliferaciéon y una menor capacidad de diferenciarse (Fazzio, Huff, & Panning, 2008;
Ho et al., 2008).

En los ultimos afos, el foco de atencidn de los investigadores se volco hacia el
rol que cumple la estructura de la cromatina de alto orden. Mas alla de la modulacién
de la expresidn génica a nivel de la fibra de 30 nm debido a las modificaciones post-
traduccionales de las histonas, hoy se sabe que las zonas que se transcriben
activamente ocupan una region definida dentro del nicleo. Un compartimento clave
dentro del nucleo es la periferia nuclear. Se ha reportado que la asociacién de regiones
cromosodmicas a este compartimento nuclear facilita la represiéon transcripcional de las
mismas (Andrulis, Neiman, Zappulla, & Sternglanz, 1998; Reddy, Zullo, Bertolino, &
Singh, 2008). Estas regiones llamadas Dominios Asociados a la Ldmina (o LADs, en
inglés) se encuentran intimamente asociados a la lamina nuclear (Figura 1.9). Los LADs
interactian con la ldmina nuclear mediante diversas proteinas intermediarias, se
encuentran enriquecidos en H3K27me3 y no poseen H3K4me3 (Guelen et al., 2008). La
ldmina nuclear es un conjunto de filamentos intermedios que se encuentran asociados
a la envoltura nuclear en el interior del nicleo. Su composicién varia entre células
diferenciadas y ESCs. Mientras que en las primeras contiene Laminas del tipo Ay B, en
células pluripotentes y en el embrién temprano sélo estd compuesta de Laminas tipo B
(Dechat et al., 2008). Recientemente un grupo realizé un mapa de los LADs de todo el

genoma en ESCs, progenitores neurales y MEFs (Peric-Hupkes et al., 2010). Al inducir la
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diferenciacién de ESCs a progenitores neurales, observaron un cambio de los dominios
asociados a la ldmina nuclear. Los genes inducidos con la diferenciacién se alejan de la
periferia y se reposicionan en el centro del nicleo mientras los genes de factores de
pluripotencia recorren el camino inverso, terminando fuertemente asociados con la
[dmina nuclear. Los autores muestran que las interacciones de los LADs con la ldmina
son dinamicas y sugiere muy fuertemente que este mecanismo puede proveer un

control espacial de control de la expresion génica.
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Figura 1.9: Resumen de los mecanismos de regulacién epigenética de la expresién génica. La metilacion
del DNA, el acercamiento de los nucleosomas, la marca H3K9me3, la compactacién de los nucleosomas
y la asociacién de regiones cromosdmicas con la lamina nuclear correlacionan con el silenciamiento
génico. Por otra parte, el DNA demetilado, el remodelado nucleosémico por enzimas remodeladoras, las
marcas H3K4me3 y H3K36me3 y las fabricas transcripcionales en el interior del nucleo correlacionan con
transcripcion activa (Zhou et al., 2011)
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La Proteina Metiltransferasa de Argininas 8 (PRMTS)

La metilacidon del aminodcido arginina es una modificacién post-traduccional
muy comun en proteinas, tanto nucleares como citoplasmaticas. Esta modificacion
cumple diversos roles en la célula incluyendo activaciéon o represién transcripcional,
modulacion del splicing de RNAs mensajeros, ensamblado de los ribosomas vy
transporte nucleo-citoplasmatico del RNA (Bedford & Richard, 2005). La metilacién de
argininas esta mediada por la familia de enzimas proteina arginina metiltransferasas
(PRMTs). El aminoacido arginina posee un grupo guanidino posicionado de manera tal
gue puede formar potencialmente cinco interacciones del tipo puente de hidrogeno
con un aceptor compatible. Por ejemplo, en las interacciones proteina-DNA los
residuos de arginina son los mas frecuentes donores de puente de hidrégeno a las
bases nitrogenadas timina, adenina y guanina (Bedford & Clarke, 2009). En mamiferos,
esta modificacidn es catalizada por cuatro tipos de enzimas PRMTs. Las enzimas de
tipo I, Il y lll transfieren los grupos metilo desde la S-adenosyl-L-metionina, mejor
conocida como AdoMet, al nitrégeno-w del grupo guanidino de la arginina dando
como resultado w-N®-mono-metilarginina (MMA w) (Figura 1.10). Por otro lado, las
enzimas del tipo IV catalizan la adicidn de un grupo metilo al nitrégeno-6 de la arginina
(MMA 6). Hasta el momento, solo se ha reportado actividad del tipo IV en levaduras.
Esta serie de modificaciones puede ser aun mas compleja debido a que las enzimas del
tipo | y Il son capaces de sumar un metilo mas a la arginina previamente modificada en
el nitrégeno w para dar argininas dimetiladas. De esta manera las enzimas con
actividad tipo | producen residuos w-N¢ N®-di-metilarginina, denominada comunmente
di-metilarginina asimétrica (ADMA por su sigla en inglés) y las tipo II, w-N¢N"®-di-
metilarginina, también llamada di-metilarginina simétrica o SDMA. En la ADMA, que es
la modificacion mas frecuente, los dos grupos metilo son ubicados en uno sélo de los
atomos de nitrégeno terminales del grupo guanidino. Mientras que en la SDMA en la
cual se adiciona un grupo metilo a cada uno de los nitrégenos terminales.

Existen nueve genes que codifican para proteinas de la familia de enzimas
PRMT. Las enzimas Prmt1, Prmt2, Prmt3, Prmt4, Prmt6 y Prmt8 poseen actividad del
tipo | (Figura 1.10). Prmt5 y Prmt7 poseen actividad del tipo Il, aunque para esta ultima

se ha observado también actividad del tipo lll. Prmtl fue la primera PRMT que se
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caracterizo, probablemente debido al hecho de que se expresa en casi todos los tejidos
y es ademas, la mas abundante de toda la familia. Esta proteina es responsable de
aproximadamente el 85% de las metilaciones en arginina de la célula y posee una gran
variedad de sustratos. Entre ellos se encuentra la histona H4, la cual puede ser

dimetilada asimétricamente en la arginina 3 (Wang & Li, 2012).
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Figura 1.10: Los tres tipos de actividades metiltransferasa. La dimetilacion asimétrica es catalizada por las
Prmts del tipo I, mientras que la dimetilacion simétrica es catalizada por las del tipo Il. Ambos tipos de
enzimas catalizan la monometilacidon. Prmt8 es una enzima del tipo | (Bedford & Richard, 2005)

El rol de las metiltransferasas en el mantenimiento de la pluripotencia se
encuentra poco estudiado. En el afio 2000 se demostré que PRMT1 es esencial durante
el desarrollo del ratén, dado que las mutaciones en este gen son letales poco tiempo
después de la implantacion del embrién (Pawlak, Scherer, Chen, Michael, & Ruley,
2000). Pese a que Prmtl parece ser indispensable para el desarrollo, las mESCs
deficientes en esta enzima son viables. Cabe aclarar que en el trabajo realizado por
Pawlak y colaboradores se estudié la viabilidad pero no la pluripotencia de las células
madre embrionarias mutadas.

PRMTS8 aparenta ser un gen paralogo a PRMT1, compartiendo alrededor del
90% de su secuencia en vertebrados (Hung & Li, 2004) (Figura 1.11). Hasta el momento,
la bibliografia describe a PRMT8 como un gen cuya expresidon se encuentra

estrictamente limitada a neuronas en el cerebro de ratones adultos (Kousaka et al.,
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2009). La secuencia de la enzima Prmt8 es 33 aminodacidos mas larga que la de Prmtly
contiene en su amino terminal una glicina pasible de ser miristoilada (J. Lee, Sayegh,
Daniel, Clarke, & Bedford, 2005). Mdas aun, diversos ensayos sugieren que este N-
terminal diferencial estd sujeto a diferentes modificaciones que pueden regular la
actividad de Prmt8 (Sayegh, Webb, Cheng, Bedford, & Clarke, 2007a). Por ejemplo,
clivaje de esta porcién de la enzima aumenta considerablemente su actividad y al
mutar la glicina susceptible de ser miristoilada por una alanina, la proteina deja de
estar asociada a membrana y se localiza en el ndcleo. Sin embargo, estos experimentos
fueron realizados in vitro o en lineas celulares con diversas construcciones que

sobreexpresan la proteina de fusidn correspondiente.
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Figura I.11: Homologia entre los distintos integrantes de la familia de Prmts. Prmtl y Prmt8 difieren en
33 aminoécidos de su porcion amino terminal (Bedford & Richard, 2005)

26



Tesis Doctoral Carlos Luzzani

Hipotesis y
Objetivos
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En esta introduccién nos propusimos destacar la relevancia que tiene el
remodelado de la cromatina en el mantenimiento de las propiedades esenciales de las
ESC en estado indiferenciado, con su diferenciacién y con el proceso de
reprogramacién para la obtencién de CMPI. Nuestra hipdtesis propone que la
modulacion de la expresién de determinados remodeladores de la cromatina podria
afectar los mencionados procesos. Postulamos la existencia de una relacién
bidireccional entre los niveles y la actividad de proteinas que remodelan la cromatina y
de los factores de transcripcion criticos en el mantenimiento de las propiedades de las
células pluripotentes. Esto implicaria, por una parte, la existencia de modificaciones en
la estructura de la cromatina en los genes de los factores de transcripcién esenciales
para la regulacion de las células pluripotentes y, por otra parte, la existencia de
mecanismos de control de la actividad de reguladores epigenéticos por estos factores
de transcripcidn. Esto ultimo podria, a su vez, involucrar al menos dos mecanismos,
ambos dependientes de los factores de transcripcién criticos en ESC. Por un lado, la
induccion de la expresién de genes remodeladores de cromatina como una de las
posibles formas de regulacion de su actividad y, por otro lado, el reclutamiento de
estos remodeladores de cromatina a promotores de genes especificos con influencia

directa sobre el fenotipo celular.

El objetivo general del proyecto en que se enmarca este trabajo es estudiar la
participaciéon de proteinas remodeladoras de la cromatina en el mantenimiento del
estado indiferenciado y en el proceso de diferenciacion de las células madre

pluripotentes.

En base a la hipdtesis planteada y al objetivo general, nos propusimos los siguientes

objetivos especificos:

1. Analizar el patrén de expresion de proteinas modificadoras de la cromatina en ESC,

en IPSC indiferenciadas y en distintos estadios de diferenciacion.
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2. Generar lineas de ESC que sub-expresen algun gen relacionado con el remodelado

de la cromatina que resulte de interés.

3. Evaluar en las lineas obtenidas, el efecto de la modificacion de los niveles de

expresion de las proteinas modificadoras de la cromatina seleccionadas,
3.1- sobre el mantenimiento del estado indiferenciado

3.2- sobre la diferenciacién

4. Estudiar la regulacién de los genes candidato seleccionados por los factores de

transcripcién esenciales para la preservacién de la pluripotencia.

Creemos que los conocimientos generados en el campo de la epigenética de
células madre pueden contribuir a plantear estrategias que ayuden, en un futuro, a

disefiar nuevas terapias celulares.
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Materiales y
Métodos
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1. Cultivo celular

Trabajamos con las lineas de CME de ratdn Ainvl5 y R1, las cuales fueron
adquiridas comercialmente (ATCC). Ambas lineas pueden ser cultivadas sobre una capa
alimenticia de células, o feeder layer, compuesta por fibroblastos embrionarios
murinos (MEF) irradiados o sobre placas cubiertas con gelatina de piel bovina para
favorecer la adherencia de las células.

Para la propagacion y el mantenimiento del stock celular mantuvimos las células
en placas de 6 cm de didmetro (p60) sobre MEF utilizando medio de propagacion (MP),
compuesto por Dulbecco’s minimal essential medium (high-glucose DMEM) DMEM
(Invitrogen: Gibco 10829-018) suplementado con 2mM l-alanyl-I-glutamine (Gibco),
100 mM MEM non essential amino acids (Gibco) , 0.5mM beta-bercaptoetanol, y
antibioticos (100U/ml penicillina and 100 mg/mL streptomicina, Gibco) 15% de SFB
(Life Technologies).. Contamos con la linea de células CHO (Chinese Hamster Ovary,
por su sigla en inglés) modificada genéticamente para que sobreexprese el factor LIF
en el medio de cultivo. Utilizamos el medio condicionado por éstas para propagar las
células de forma rutinaria. Poseemos ademas el factor LIF comercial (Chemicon) para
utilizar en casos en que se requieran condiciones mas definidas. Las concentraciones
de los distintos medios empleados en este trabajo se especifican en el apartado
Soluciones y Medios Utilizados, al final del capitulo. Un dia previo al pasaje de las
células sembramos 5x10°> MEF irradiadas (MEFi) y las dejamos adherir por 24 horas en
presencia de medio MEF. Las MEF son obtenidas en nuestro laboratorio a partir de
embriones de raton de la cepa CF1 de 12,5 dias (Losino et al., 2011; Luzzani et al.,
2011; Solari et al., 2011).

Como mencionamos previamente, cultivamos las células en placas p60
recubiertas con gelatina de piel bovina (Sigma), para de esta forma evitar cualquier
influencia que pudieran tener las MEF sobre las ESCs tanto en el proceso de
diferenciaciéon como en los distintos experimentos. Para esto, realizamos al menos tres
pasajes en placas sin MEF, cubiertas con gelatina y en presencia de medio de
propagacion. El recubrimiento de las placas lo realizamos tomando 1 ml de solucién
0,1% de gelatina en agua durante 15 minutos en estufa a 372C. Pasado este tiempo,

removemos la solucién de gelatina y agregamos 2x10° de ESCs, las cuales se adhieren a
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lo largo de las primeras 24 horas. A lo largo de los sucesivos pasajes en gelatina, las
MEFi no se adhieren por lo que al tercer pasaje la cantidad de éstas es despreciable en
comparacion con las ESCs.

Realizamos el pasaje de las células entre 48 y 72 horas luego del plagueo. Para
esto, aspiramos el medio de cultivo y lavamos con 1 ml de buffer fosfato salino (PBS)
pH 7,4. Luego, descartamos el PBS y tratamos las placas con 0,4 ml de tripsina (Gibco)
a 372C de 3 a 5 minutos, agitando ocasionalmente las placas para favorecer la
disgregacidn de las células. Transcurrido ese tiempo, completamos la disgregacion de
forma mecdnica con pipeta para evitar que queden agregados de células.
Monitoreamos el proceso mediante observacidon al microscopio. Para inactivar la
tripsina agregamos igual volumen de medio de propagacion. Luego, colocamos el
volumen de suspensién con la cantidad de células adecuadas en una nueva placa de
cultivo y agregamos medio nuevo de forma tal que la tripsina quede diluida al menos
10 veces. La inactivacion de la tripsina se debe a la presencia de suero en el medio de
cultivo. Por un lado, el suero contiene inhibidores de la enzima a la vez que el alto
contenido proteico del mismo compite con las proteinas presentes en el cultivo por el
uso de la enzima.

Determinamos la cantidad de células mediante el método de exclusién con Azul
de Tripan. Para eso, tomamos 10 ul de suspensién de células y los mezclamos con un
volumen igual de solucién 4% de Azul de Tripan. Para el recuento, tomamos 10 ul de
dicha dilucidn, los colocamos en una cdmara de Neubauer y contamos las células no
coloreadas en los cuatro campos de la camara. En caso de tener un nimero muy
elevado de células para realizar el recuento, realizamos diluciones de la mezcla de
células con el colorante utilizando PBS.

Sembramos las células en una nueva p60 a una densidad aproximada de 2x10°
células y en presencia de medio de propagacidn para alcanzar un volumen final de 3
ml. Realizamos la siembra por goteo de la suspensiéon celular de forma uniforme vy
luego mezclamos formando “ochos” para diseminar las células de forma homogénea a
lo largo de la superficie de la placa. Incubamos las placas en una estufa a 372C y con
una concentracién de CO, del 5% y las controlamos a diario para verificar su correcto

estado, cambiando el medio de cultivo de ser necesario.
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Las células madre embrionarias humanas de la linea WAQ9 fueron utilizadas en
colaboracién con el grupo de Santiago Miriuka, de FLENI. La linea WAQ9 provino del
WiCell Research Institute (WI). Mantuvimos las lineas de hESCs sobre una feeder layer
de MEF inactivados mitdticamente, habitualmente mediante irradiacion gama; en un
medio que contiene of Dulbecco's Modified Eagle's Medium/Ham's F12 (DMEM/F12)
suplementado con 20% KSR, 2 mM de aminoacidos no esenciales, 2 mM de L-
glutamina, 100 U/ml de penicilina, 50 pg/ml de estreptomicina, 0.1 mM B-
mercaptoetanol y 4 ng/ml de FGFb o sobre una placa de cultivo cubierta con
MatrigelTM diluido (1/40) en medio condicionado MEF. Para la obtenciéon de medio
condicionado MEF, incubamos por 24 horas en 25 ml de medio DMEM/F12
suplementado con 5% KSR y 2 ng/ml de FGFb (ademas de los otros suplementos
mencionados anteriormente) 3x106 células MEF inactivadas. Conservamos el medio
condicionado a -202C y una vez descongelado, le agregamos nuevas alicuotas de KSR y
FGFb al medio para alcanzar una concentracién final de 20% y 4 ng/ml,

respectivamente.

2. Extraccion de ADN gendmico para la deteccion de Mycoplasma por PCR.

Como parte de nuestro trabajo de rutina, habitualmente controlamos la ausencia
de la bacteria del género Mycoplasma en nuestros cultivos celulares. Dado que no se
puede detectar con el analisis microscopico de rutina, como las demas
contaminaciones, realizamos una extraccion de ADN gendmico y detectamos por PCR
la presencia de su genoma. Utilizamos como control positivo de presencia de ADN
gendmico, para validar la ausencia del marcador de Mycoplasma, la presencia del gen
GAPDH con primer que hibridan en el mismo exdn. Brevemente, tripsinizamos las
células y separamos 1/10 de las células presentes en una placa de 10 cm de didmetro
en un tubo eppendorf. Centrifugamos 5 minutos a 1000 rpm. Descartamos el
sobrenadante, lavamos el pellet con 200 pul de PBS y volvemos a centrifugar 5 minutos
a 1000 rpm. Resuspendemos el pellet en 100 pl de buffer de lisis (10 mM Tris-HCl pH
8.3, 50 mM KCI, 2 mM MgCl2, 0.001% gelatina, 0.5% NP-40, 0.5% Tween-20), al cual
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previamente le agregamos proteinasa K a una concentracién final de 10 mg/ml. A
continuacion realizamos el lisado celular durante 1 hora a 602C con agitacién
intermitente. Precipitamos el ADN con 600 pl de isopropanol a temperatura ambiente
durante 5 - 10 minutos. Centrifugamos a 13.000 g a temperatura ambiente durante 15
- 20 minutos, descartamos el sobrenadante y lavamos el pellet con etanol 70%.
Secamos al aire y resuspendemos el pellet en 30 ul de agua. Rehidratamos el ADN
incubando 1 hora a 652C y lo guardamos a -209C. Para realizar la amplificacién por

PCR, utilizamos 1-2 ul de la preparacién. El programa que utilizamos para la misma es:

5 minutos a 94 °C
30 segundos a 94 °C
30 segundos a 55 °C
40 segundos a 72 °C
Ir al paso 2 39 veces
5 minutos a 72 °C
Fin

Nowu s e

Gen Secuencia del primer (5”-3°)

Marcador de | Forward | ACACCATGGGAGYTGGTAAT
Mycoplasma Reverse | CTTCWTCGACTTYCAGACCCAAGGCAT

GAPDH Forward | AAGAAGGTGGTGAAGCAG
Reverse | CGAAGGTGGAAGAGTGGG

Analizamos el producto de amplificacién mediante electroforesis en un gel de agarosa
2% tefiido con bromuro de etidio.

3. Congelamiento y descongelamiento de células

Para mantener un stock de células las congelamos en N, liquido de acuerdo al
siguiente protocolo. Se cultivan las células en una p60 y se las tripsiniza como se
explicd previamente. Centrifugamos las células a 1000 g por 5 minutos en un tubo
cénico de 15 ml, las resuspendemos en 1 ml de medio de propagaciéon con una
concentracion final 25% SFB y 10% DMSO vy las colocamos en hielo. Colocamos la

suspensidn en un criotubo y, siempre trabajando en frio, llevamos las células
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rapidamente a un freezer de -80 2C, colocando los criotubos en un recipiente que

contiene isopropanol (Frost-it) para lograr un enfriamiento gradual.

Para descongelar las células tomamos un criotubo del termo de N; liquido y lo
calentamos rapidamente a 379C hasta lograr el descongelamiento de la suspensién
celular. Para remover el DMSO, que resulta téxico para las células, pasamos
rapidamente el contenido del criotubo a un tubo cénico de 15 ml con 10 ml de medio
de propagacion y lo centrifugamos a 1000 g por 5 minutos. Luego, se resuspenden las
células en un volumen adecuado de medio de propagacion y analizamos la viabilidad
celular mediante la técnica de exclusién con Azul de Tripdn, como se explicd
anteriormente. Una vez verificado el estado de las células, las sembramos en la

cantidad necesaria de placas de la superficie adecuada en presencia de MEF.

4. Diferenciacion celular

4.1 Método de Hanging Drop

Indujimos la diferenciacion de las CMEs a través de la formacién de cuerpos
embrioides (CE), empleando el protocolo de Hanging Drop (Kurosawa, 2007). Este
protocolo consiste en la remocién de las sefiales que mantienen el estado
indiferenciado y en favorecer los contactos celulares que promueven la diferenciacion.

El esquema general de la diferenciacion utilizando este método se puede ver en
la Figura 14. Brevemente, consiste en sembrar las células en gotas de medio de cultivo
en la tapa de placas no adherentes, que son las placas de Petri comiUnmente utilizadas
para el cultivo de bacterias, e incubarlas por 48 horas. Durante este periodo, las células
se acumulan en el extremo de las gotas debido a la accién de la gravedad,
interactuando entre si y formando estructuras tridimensionales denominadas cuerpos
embrioides. Posteriormente, los CE son pasados a un periodo de crecimiento en
suspensidon por 72 horas, luego de los cuales se cultivan en adherencia durante

distintos tiempos, entre 4 y 11 dias. Durante este lltimo periodo, los cuerpos se

35



Tesis Doctoral Carlos Luzzani

adhieren y las células proliferan y se diferencian a los diferentes linajes. A lo largo del
proceso utilizamos medio de diferenciacion (MD), cuya formulacién es similar a la del
MP, pero usando SFB 20% vy sin el agregado de LIF.

Partimos de una p60 con R1 o Ainvl5 mantenidas en estado indiferenciado en
gelatina. Las tripsinizamos y resuspendimos 6x10° células en 15 ml de MD en un tubo
conico de 50 ml. Preparamos 10 placas de bacterias colocando 1 ml de PBS en la base
para evitar la posterior deshidratacion de las gotas durante la incubacién. Utilizando
una pipeta de repeticidon, colocamos gotas de 25 ul de la suspensién celular
conteniendo alrededor de 1000 células/gota en las tapas de las placas de bacterias y

las incubamos a 37°C 5% CO, durante 48 horas (Figura M.2).
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Figura M.1. Esquema de formacién de cuerpos embrioides mediante el protocolo de Hanging Drop.
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Figura M.2. Diferenciacion por el método de hanging drop. Placa con gotas
conteniendo mESCs durante un protocolo de diferenciacion.

Transcurrido ese tiempo se pueden visualizar los CE a simple vista en las gotas de
MD como puntos blancos. En ese momento, cosechamos las gotas con CE agregando 1
ml de MD por placa y colectamos el medio con los cuerpos utilizando una pipeta de 5
ml, aplicando una succién suave para no dafiarlos.

Por cada 5 placas con gotas, tomamos su contenido y lo sembramos en la base
de una nueva placa de bacterias, de forma tal de obtener un volumen final de 10 ml.
De esta forma, obtenemos 2 placas para cultivo en suspension por cada 10 placas con
gotas. Verificamos la integridad de los cuerpos a través de un microscopio invertido y
los cultivamos en suspension por 72 horas a 37 °Cy 5% CO..

Al cabo de 72 horas de cultivo en suspension los CE aumentan su tamafio y se
observan como puntos blancos flotando en el medio de cultivo. Colectamos los CE
como se explicéd previamente y sembramos el contenido de cada placa de cultivo en
suspensidon en 3 placas p60 previamente tratadas con gelatina, obteniendo de esta
forma 6 p60 con cuerpos en adherencia.

Pasadas 24 horas, los CE se adhieren a la placa de cultivo y en los dias sucesivos
las células proliferan, migran y se diferencian, por lo que se pueden distinguir diversas

poblaciones celulares con morfologias claramente diferentes.

4.2 Diferenciacion dirigida a progenitores neurales

Utilizamos un protocolo de diferenciacion en monocapa dirigido hacia
progenitores neurales (Q.-L. Ying & Smith, 2003; Q.-L. Ying, Stavridis, Griffiths, Li, &

Smith, 2003). Para ello, sembramos 6 x 10° ESCs en medio de propagacién en placas
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p35 recubiertas previamente con gelatina. Un dia después, lavamos exhaustivamente
con PBS y cambiamos el medio por el medio de diferenciacidn definido N2B27, el cual
favorece la diferenciacién a progenitores neurales luego de 4 dias en cultivo.
Evaluamos el cambio en la expresién génica a lo largo de la diferenciacién, para lo cual
extrajimos RNA todos los dias, desde el dia previo a iniciar la diferenciacién (D0) hasta
seis dias transcurrida la misma (D6).

El medio N2B27 consiste en una mezcla 1:1 de DMEM/F12 suplementado con N2
modificado (insulina 25 pg/ml, apotransferrina 100 pg/ml, progesterona 6 ng/ml,
putrescina 16 pg/ml, selenito de sodio 30 nM y seroalbumina bovina fraccién V 50
pug/ml) con Neurobasal Medium suplementado con B27 (ambos de Life Technologies).
Los progenitores neurales pueden distinguirse morfoldgicamente de las ESCs. Los
cuerpos celulares se organizan préoximamente pudiendo discernirse sin embargo los
limites de las células. Los nucleos de los progenitores neurales son dificiles de
evidenciar a simple vista, a diferencia de las CME que presentan nucleos muy
prominentes. Los progenitores neurales también pueden ser identificados mediante
técnicas inmunoquimicas con anticuerpos contra las proteinas Sox1 y nestina. También
puede evaluarse la expresion de genes marcadores, como son los nombrados
previamente ademads de Sox3, asi como la disminucidon en la expresién de genes

marcadores de ESCs, Oct4 y Nanog.

5. Extraccidon de RNA y cuantificacion

Realizamos la extraccién de ARN total utilizando Trizol (Invitrogen)(Numbers,
2010). El reactivo de Trizol estd compuesto por una solucion monofasica de fenol,
isotiocianato de guanidina y otros compuestos que facilitan el aislamiento de los
diversos tipos de ARN.

Para el aislamiento, descartamos el medio de cultivo de la placa que contiene las
células y agregamos 1 ml de Trizol por placa de 3,5 cm de didmetro, homogeneizamos
utilizando un rastrillo de goma (scrapper) e incubamos por 5 minutos a temperatura

ambiente. Colocamos la muestra en un tubo eppendorf y agregamos 200 ul de
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cloroformo por cada 1 ml de Trizol, agitando vigorosamente por 15 segundos.
Incubamos a temperatura ambiente por 2-3 minutos.

Centrifugamos el tubo a 12000 g durante 15 minutos a 49C, luego de los cuales
observaremos tres fases: una superior acuosa que contiene el ARN, una interfase y una
fase inferior roja compuesta por fenol-cloroformo.

Transferimos la fase acuosa a un nuevo tubo eppendorf y agregamos 0,5 ml de
isopropanol por cada 1 ml de Trizol. Incubamos 10 minutos a temperatura ambiente
para favorecer la precipitacién del ARN. Centrifugamos durante 10 minutos a 12000 g
a 4 °C, luego de los cuales se observa un precipitado blanco tipo gel correspondiente al
ARN. Descartamos cuidadosamente el sobrenadante y lavamos el pellet con 1 ml de
etanol 75% por cada 1 ml de Trizol utilizado. Homogeneizamos con vortex vy
centrifugamos a 7500 g durante 5 minutos a 42C. Descartamos el sobrenadante y
dejamos secar el pellet durante 5 a 10 minutos a temperatura ambiente. Por Ultimo,
resuspendemos el pellet en 30 pl de agua RNAsa Free y preservamos el ARN purificado
a-80 9C.

Para realizar la cuantificacion del ARN utilizamos el equipo NanoDrop, un
espectrometro de amplio espectro (220-750 nm) que mide 1 pl de muestra con alta
eficiencia y reproducibilidad. Brevemente, se coloca 1 pl de muestra en la punta de
una fibra dptica y, en segundos, el equipo otorga la concentracion de la misma, la cual
puede estar en un rango de 2 a 3000 ng/pl. La concentracidon se obtiene por la
medicion de la absorbancia cuando la muestra es excitada a 260 nm, longitud de onda
a la que absorben los acidos nucleicos. El equipo también evalua la absorbancia a 280
nm, longitud de onda a la que absorben también las proteinas debido a sus residuos
aromaticos, y se calcula la relacién 260/280, la cual debe ser superior a 1.8 para ser

considerada de una pureza aceptable.

6. Retrotranscripcion

Para la sintesis del ADNc utilizamos la enzima transcriptasa reversa del virus

MMLV (Invitrogen). Esta enzima utiliza como molde ARN o ADN simple cadena en
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presencia de un primer para sintetizar la hebra de ADNc. Para todas las reacciones,

partimos de 1 pug de ARN para una masa representativa y homogénea del cultivo

celular. Realizamos la reaccién en dos pasos. Primero, alicuotamos en un tubo el ARN y

el agua, segun:

ARN 1lug
H;0mq c.s.p 10 ul
Volumen final 10 ul

Incubamos a 65°C por 5 minutos en un termociclador (Bio-Rad) para de esta

forma desnaturalizar el ARN y romper las posibles estructuras secundarias que

pudieran haberse formado. Luego, agregamos 10 ul de la mezcla de retrotranscripcion,

compuesta por:

H;0ma 2 ul
dNTP 25 mM (Life Technologies) 0,8 ul
Random Primers (Life Technologies) 0,2 ul
DTT (Life Technologies) 2ul
Buffer 10x 4 ul
RT-MMLV 1l

Incubamos a 37°C por 50 minutos, tiempo en el cual la enzima cataliza la sintesis

del ADNc. Por dltimo, calentamos a 70°C por 15 minutos para inactivar la enzima.

7. PCR apunto final y gPCR en Tiempo Real

7.1 PCR a punto final

Realizamos la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) a punto final utilizando

la ADN polimerasa DreamTaq (Fermentas). La reaccién fue llevada a cabo en el equipo

Peltier Thermal Cycler DNA (BioRad). Analizamos el producto de amplificacion
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mediante electroforesis en un gel de agarosa 2% tefiido bromuro de etidio para poder

visualizar las bandas de ADN. Detallamos los primers utilizados a continuacidn:

Gen Secuencia del primer (5’-3°)

OCT4 Forward | TGACGGGAACAGAGGGAAAG
Reverse | TCAGCTTGGGCTAGAGAAGG

Nanog Forward | AGGGTCTGCTACTGAGATGCTCTG
Reverse | CAACCACTGGTTTTTCTGCCACCG

Tet-pLKO Forward | ACCCGACAGGCCCGAAGGAA
Reverse | GCCGCGGCCAAAGTGGATCT

actina Forward | GTGGGCCGCTCTAGGCACCA
Reverse | CGGTTGGCCTTAGGGTTCAGGGGGG

Utilizamos el siguiente esquema de ciclos de amplificacién:

94¢eC 2 minutos
942C 30 segundos
47°C 1 minuto .
34 ciclos
72°C 2 minuto
72°C 5 minutos

Analizamos el producto de amplificacién en un gel de agarosa 2% conteniendo

bromuro de etidio para poder visualizar las bandas de ADN.

7.2 PCR cuantitativa en tiempo real

Utilizamos la técnica de RT-qPCR para evaluar los niveles de expresion de los

ARNm de los marcadores en estudio en distintas condiciones. Llevamos a cabo la

amplificacién de ADNc por Real Time gPCR con primers especificos en el termociclador

Opticon Real Time DNA Engine (Bio-Rad), utilizando la mezcla SYBR Mix gPCR

(Fermentas). Esta cuenta con el buffer adecuado, dNTPs, MgCl,, la enzima Maxima®

Hot Start Tag ADN polimerasa, asi como el fluoréforo SYBR Green, necesario para

detectar el producto de amplificacién. La ventaja del uso de esta enzima es que se
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encuentra modificada para que su actividad comience una vez que haya transcurrido el
primer ciclo de desnaturalizacion de la PCR, debido a que su sitio activo se encuentra
blogueado mediante un anticuerpo. Debido a esto, estas ADN polimerasas evitan la
elongacidon de productos inespecificos previo al inicio de la PCR. El esquema de

reaccion fue el siguiente:

94°C 5 minutos
942C 30 segundos
602C 30 segundos .
40 ciclos
72°C 2 minuto
Curva de melting

Como se indica en la tabla, el esquema de reaccién contempla la confeccién de
una curva de melting inmediatamente finalizada la amplificacién, utilizando una tasa
de transicion de temperatura lineal de 0,32C/s de 602C a 902 con adquisicion continua
de fluorescencia. La misma siempre presentd un Unico pico para todos los primers
utilizados, indicando la presencia de un Unico producto de PCR. Confirmamos el
correcto tamafio del producto de amplificacién y la presencia de una Unica banda
mediante electroforesis en gel de agarosa 2%.

Analizamos los datos crudos utilizando el programa MJ Opticon Monitor
Software 3.1.32 (Bio-Rad). La expresion génica fue normalizada a la del gen de la
Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). La cuantificacion de la expresion
génica relativa fue calculada usando el método AACt (Methods and Applications Guide
Introduction to Quantitative PCR Introduction to Quantitative PCR Methods and
Applications Guide, n.d.). Realizamos al menos dos duplicados de al menos dos
muestras independientes para cada experimento y un blanco sin cDNA. Previo a la
reaccion, realizamos una dilucion del cDNA de 1/5 en H,0q. Luego, en cada well de la

placa utilizada colocamos una mezcla compuesta por los siguientes componentes:

H;01q 4,25 pl
Primer Forward 0,5 ul
Primer Reverse 0,5 ul
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SYBR Mix qPCR

6,25 ul

ADNc

2 ul

Los primers utilizados se detallan en la siguiente tabla:

Nombre del Secuencia (5’-3’) Especie
gen
Oct4 Forward TGACGGGAACAGAGGGAAAG mouse
Reverse TCAGCTTGGGCTAGAGAAGG
Nanog Forward AGGGTCTGCTACTGAGATGCTCTG mouse
Reverse CAACCACTGGTTTTTCTGCCACCG
AFP Forward CCACGTTAGATTCCTCCCAGTGCGT mouse
Reverse CATACTTGTTAGAGAGTTCCGTCTC
Brachyury Forward GACTTCGTGACGGCTGACAA mouse
Reverse CGAGTCTGGGTGGATGTAG
Nestin Forward CTGCAGGCCACTGAAAAGTT mouse
Reverse GACCCTGCTTCTCCTGCTC
Gen5L2 Forward GCTCTGTTACTGCCACGTGC mouse
Reverse GCATGGTGAAGCCTGACTCC
GTF3C3 Forward AGAGAAGAGAGAAAAACCCG mouse
Reverse TTGTCTTATGATTTCCATGC
GTF3C4 Forward CCTCATGGTGACTCGGCGGG mouse
Reverse GCAACTTCTGTTTTTGAGCC
Myst2 Forward TGCAGGCAGTAGTTCAGATGG mouse
Reverse ATGTCAGACTCAGAAGAAGG
ATF7ip Forward CGAGTGGAGAAGATAGAGTG mouse
Reverse TGCTGTTGGTGTCATTGG
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TAF15 Forward ACCAACAGTCTTACCATTCAC mouse
Reverse CTCTTCCATCCTTGTCATATCC
GAPDH Forward AAGAAGGTGGTGAAGCAG mouse
Reverse CGAAGGTGGAAGAGTGGG
HDAC3 Forward GAATACTTCGAGTACTTTGC mouse
Reverse GTAAAATGGACATAAAGCC
HDAC2 Forward TGGCGTACAGTCAAGGAGGC mouse
Reverse AGGATGGCAAGCACAATATC &
human
HDACS Forward GACAACGGGAACTTCTTTCC mouse
Reverse CCAAAACATCTGGCGGTGA &
human
OCT4 Forward CTGGGTTGATCCTCGGACCT human
Reverse CACAGAACTCATACGGCGGG
NANOG Forward AAAGAATCTTCACCTATGCC human
Reverse GAAGGAAGAGGAGAGACAGT
AFP Forward TGCTGGATTGTCTGCAGGATG human
Reverse ACGTTCCAGCGTGGTCAGTTT
BRACHYURY Forward TCCCAGGTGGCTTACAGATGA human
Reverse GGTGTGCCAAAGTTGCCAAT
NKX2.5 Forward CCCACGCCCTTCTCAGTCAA human
Reverse GTAGGCCTCTGGCTTGAAGG
PAX6 Forward CTAATGGGCCAGTGAGGAG human
Reverse TACTCACACATCCGTTGGACAC
MYST2 Forward TGACAGAGGCGGACAACAC human
Reverse AGGCATAGTAAGGATACAGGAGAC
GTF3C3 Forward GCAATCCACTATTATCAGAAGG human
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Reverse AAGCGTTTGAGCCATTCC
HDAC3 Forward CTCTGGCTTCTGCTATGTCAAC human
Reverse TGGTGGATGTCAATGTCAATGTAG
HDAC10 Forward CAGAAACACGGGCTACAC human
Reverse TGACTCTCGCAGGAAAGG
ATF71P Forward GTGCTGTATTTGATAAGACTTTGG human
Reverse GGTGATACTGGTGGGTTGG
JARID2 Forward TTTCCTTACCTTTCTCTGCCTTC human
Reverse GTCTTCTGTCTCATCATCTTCC
SUV39H2 Forward CGATACTCGTCTTCCCCGA human
Reverse GCATTTCTCTGTTCACATAG
BMI-1 Forward CCTGATGTGTGTGCTTTGTGGAG human
Reverse GTGGTCTGGTCTTGTGAACTTGG
GAPDH Forward ACAGCCTCAAGATCATCAG human
Reverse GAGTCCTTCCACGATACC

8. Inmunofluorescencia

Cultivamos las células sobre vidrios cubreobjetos en placas de 12 o 24 wells
cubiertas con gelatina como se especificd previamente. Una vez adheridas las células o
llegado al estadio de diferenciaciéon deseado, descartamos el medio de cultivo vy
realizamos tres lavados con PBS. Fijamos las células mediante el agregado de 0,5 ml de
metanol a -202C durante diez minutos, luego de los cuales realizamos una segunda
ronda de lavados con PBS para eliminar el exceso de fijador. El bloqueo se realizd
incubando los wells con 0,5 ml de una solucién de Seroalbimina Bovina (BSA) al 1 %

en PBS Tween, durante media hora a temperatura ambiente. Con este método de
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fijacién no es necesario un paso posterior de permeabilizacidon con detergente, dado
gue el metanol permeabiliza las células. Los anticuerpos primarios y secundarios
utilizados se detallan en las tablas a continuacién. La incubacion con el anticuerpo
primario especifico para cada marcador en estudio se realizé utilizando 200 ul de una
diluciéon de dicho anticuerpo en PBS Tween.

Incubamos cada well con 200 ul de anticuerpo primario especifico para los
marcadores en estudio durante una hora a temperatura ambiente. Luego, realizamos 3
lavados de 5 minutos con PBS-Tween para remover el exceso de anticuerpo primario e
incubamos con 200 pl del anticuerpo secundario por 40 minutos. En la mezcla de
incubacion, ademas agregamos 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) 0,1 ug/ml para
marcar los nucleos de todas las células. Montamos los cubreobjetos con 5 pl de
solucién de montaje Mowiol/Dabco, dejamos secar un dia y sellamos con esmalte de
uias transparente. Conservamos en frio y en oscuridad hasta observar al microscopio.

Obtuvimos las imdgenes utilizando un microscopio confocal Olympus

IX81/Fluoview FV 1000 y las procesamos con el software Photoshop CS3.

Anticuerpos utilizados

Anticuerpo Primario Especie Empresa Dilucion empleada
Anti Oct3/4 Ratén Santa Cruz 1:500
Anti SSEA-1 Ratén Santa Cruz 1:500
Anti AML Ratén Chemicon 1:200
Anti AFP Cabra Santa Cruz 1:200
Anti B3-Tubulina Raton Santa Cruz 1:200
Anti Nanog Conejo Santa Cruz 1:200
Anti Actina Ratén Santa Cruz 1:200

Anticuerpos Primarios utilizados

Anticuerpo Especie Fluoréforo Empresa Dilucion empleada
Anti IgG Raton Cabra Cy3 Santa Cruz 1:500
Anti IgG Raton Cabra FITC Sigma 1:100
Anti igG Conejo | Cabra Cy2 Santa Cruz 1:500
Anti igG Cabra Burro Texas Red Santa Cruz 1:200

Anticuerpos secundarios utilizados
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9. Transfeccion

Realizamos la transfeccion de células HC11 y HEK293T mediante el uso de

Lipofectamina 2000 (Invitrogen). Este método se basa en la formaciéon de complejos

entre el DNA plasmidico vy lipidos catidnicos, los cuales son endocitados al interior de

las células. Realizamos los estudios en placas de 24 wells, sembrando 50.000 células

sobre vidrios cubreobjetos el dia previo a la transfeccion. Efectuamos la transfeccion

utilizando una relacion pg DNA/ ul de Lipofectamina 2000 de 1:3. Para cada muestra,

preparamos los complejos de la siguiente manera:

1)

2)

3)

4)

5)
6)

Diluimos 1 pg de vector GFP en 50 pl de medio DMEM sin suero, dado que el
SFB puede afectar el correcto ensamblado de los complejos.

Diluimos 3 ul de Lipofectamina 2000 en 50 pl de medio DMEM sin suero ni
antibidticos, e incubamos durante 5 minutos a temperatura ambiente. La
necesidad de que el medio no tenga antibidticos se debe a que éste podria
presentar alta toxicidad celular durante la transfeccion.

Luego de la incubacidn, mezclamos la dilucién del vector con la dilucién de
Lipofectamina 2000, mezclamos e incubamos 25 minutos a temperatura
ambiente.

Sobre la placa de 24 wells, retiramos el medio de cultivo del well en estudio,
lavamos con 500 ul de PBS y luego agregamos los 100 pl de mezcla por cada
well a transfectar. Mezclamos la placa haciendo “ochos”.

Incubamos la placa en estufa durante 48 horas.

Fijamos las células en metanol como se describidé anteriormente.

10. Purificacion de DNA por Maxiprep

Inoculamos en esterilidad 400 ml de medio Terrific conteniendo 100 pg/ul de

ampicilina con un “glicero

III

de E. coli transformada con el pldsmido de interés e

incubamos a 372C con agitacidn durante 36-48 horas. Una vez concluido el crecimiento

de las bacterias, hacemos tubos de gliceroles para reponer el stock. Para esto, por cada
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tubo tomamos 500 pul de cultivo y le agregamos 500 ul de glicerol 30%, de forma tal
que la concentracién final de glicerol sea del 15%. Conservamos los stocks a -802C.
Dividimos cada cultivo en dos tubos de 200 ml. Lo descripto a continuacion
corresponde a cada uno de ellos. Centrifugamos los cultivos de bacterias a 2700 g por
15 minutos y descartamos el sobrenadante. Resuspendemos el pellet en 10 ml de
Solucién 1 y mezclamos con vortex por 5 minutos. Agregamos 20 ml de Solucién 2,
mezclamos por inversion e incubamos en hielo durante 20 minutos. Como explicamos
previamente, esta solucién produce la lisis de las bacterias, por lo que la solucién pasa
de turbia a traslucida. Luego, agregamos 15 ml de Solucién 3, mezclamos por inversidn
e incubamos durante 5 minutos. Centrifugamos a 10.000 rpm durante 30 minutos a
49C y transferimos los sobrenadantes a nuevos tubos de centrifuga, filtrdndolos a
través de una gasa para evitar el pasaje de cualquier resto de precipitado.

Agregamos 0,6 volumenes de isopropanol, mezclamos e incubamos 20 minutos,
tiempo durante el cual se facilita la precipitacidon del ADN plasmidico. Centrifugamos a
maxima velocidad por 15 minutos a 49C. Descartamos el sobrenadante y dejamos
secar el pellet. Resuspendemos el pellet en 1,25 ml de Buffer TE, juntamos el contenido
de ambos tubos y llevamos a 3 ml de volumen final.

Agregamos 3 ml de LiCl 5 M enfriado a -202C, mezclamos bien y centrifugamos
inmediatamente 5 minutos a 10.000 rpm en frio. El LiCl precipita la mayor parte del
ARN presente en la muestra. Transferimos el sobrenadante a otro tubo y agregamos 6
ml de isopropanol, mezclamos y centrifugamos a 10.000 por 5 minutos a 42°C.
Descartamos el sobrenadante y dejamos secar el pellet. Resuspendemos el pellet en
0,5 ml de Buffer TE y agregamos 20 pg/ul de RNasa A. Incubamos por 30 minutos a
temperatura ambiente. Esta enzima termina de degradar el ARN remanente.
Agregamos 500 pl de Polietilenglicol (PEG) 13% m/v en NaCl 1,6 M, preparado en el
momento. Mezclamos bien y centrifugamos 5 minutos a 13.000 rpm. El PEG provee las
condiciones necesarias para que precipite el ADN plasmidico. Descartamos el
sobrenadante y resuspendemos el pellet en 400 ul de Buffer TE.

Posteriormente, realizamos la extraccién de las proteinas que permanecen en la
solucién, entre las cuales se encuentra la RNasa agregada en el paso anterior. El
protocolo de extraccidon se basa en el agregado de fenol, mezclado por vortex y

posterior centrifugacion durante 5 minutos a 13.000 rpm. A continuacién se utiliza
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cloroformo para extraer el fenol que pudiera permanecer en solucién acuosa. Las

combinaciones de solventes que utilizamos son:

- 1x 400 pl de fenol-tris

- 2x 400 pl de fenol-tris/cloroformo 1:1

- 1x 400 pl de cloroformo

A la fase acuosa de la ultima extraccién le agregamos 0,1 volimenes de acetato
de sodio 3M pH 5,2 y 2,5 volimenes de etanol 100%. Incubamos a -202C por 20
minutos. Centrifugamos a 13.000 rpm por 15 minutos y descartamos el sobrenadante.
Lavamos el pellet con etanol 70%, centrifugamos 15 minutos a 13.000 rpm y dejamos
secar bien el precipitado. Por ultimo, resuspendemos en 500 pl de Buffer TE 0 H0mq Y
realizamos la cuantificacion del pldsmido utilizando un NanoDrop. Finalmente,

corremos una alicuota en un gel de agarosa 0,8% para verificar su calidad.

11. Silenciamiento génico mediante RNAI

El RNAi es un sistema conservado en células eucariotas. Es mediado por
pequefios fragmentos de ARN doble cadena que utilizan una via celular que silencia
genes de forma secuencia-especifica a nivel del mRNA. Estos fragmentos,
denominados shRNA (short hairpin RNA, ARN cortos en horquilla), estdan formados por
una secuencia de ARN que presenta complementariedad de bases intracatenaria
formando una pequefia horquilla de ARN doble cadena. Los fragmentos de shRNA son
reconocidos por la enzima Dicer, una proteina perteneciente a la familia de
Ribonucleasas tipo I, y son cortados en fragmentos de RNA doble cadena de entre 21
y 23 nucleétidos de largo que presentan extremos protruyentes de entre 2 y 3
nucledtidos. Estos fragmentos se denominan siRNA (small interfering RNA, ARN
pequefios interferentes). Los pequefios fragmentos de ARN doble cadena generados
por Dicer son incorporados en un complejo denominado RISC (RNA Induced Silencing
Complex, complejo de silenciamiento inducido por ARN) y la doble hebra de ARN es

separada por Argonauta 2, una subunidad perteneciente a este complejo con actividad
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helicasa. El complejo RISC activado, que contiene la hebra antisense complementaria al
ARN mensajero blanco, puede reconocer e interactuar con éste provocando su
degradacion (Figura M.3). Posteriormente, el complejo RISC cargado con el siRNA

puede degradar otras moléculas de ARN mensajero del mismo tipo.

Unién de siRNA

Separacion de g
la doble hebra
a Reconocimiento
del ARNm

Nl >

Degradacién del a

ARNm blanco

Figura M.3: Actividad del Complejo de Silenciamiento Inducido por RNA, RISC.
El siRNA es reconocido por el complejo RISC, y Argonauta 2, una subunidad de éste, separa
la doble hebra de RNA, permaneciendo solamente una de ellas asociada al complejo.
El complejo RISC activado puede ahora reconocer al ARNm blanco y provocar su degradacion (Cycle,
Bioscience, Institutes, Wiederschain, & Ave, 2009; Henriksen et al., 2007; Shin et al., 2006; Sliva &
Schnierle, 2010).

12. Construccion de los vectores pLKO-Tet-On shPrmt8

12.1 Descripcion del vector pLKO-Tet-On

El vector pLKO-Tet-On (Figura M.4) estd disefiado especialmente para la
generacion de particulas lentivirales defectivas en su replicacién, con el fin de obtener

lineas estables que expresen shRNAs de manera inducible por tetraciclina.
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Figura M.4: Mapa del vector pLKO-Tet-On

El vector posee un tamafo de 10,6 kpb y cuenta con una variante del promotor
H1, el cual dirige la transcripcion a través de la ARN polimerasa lll, rio arriba de la
region donde se inserta la secuencia codificante para el shRNA. El uso de sistemas
dirigidos por RNA polimerasa lll tienen distintas ventajas en la expresion de shRNAs,
como una alta tasa de transcripcion y la posibilidad de generar transcriptos con
extremos 3’ y 5’ definidos, a diferencia de los transcriptos dirigidos por la polimerasa Il
cuyos extremos son menos precisos. Esta variante del promotor H1 contiene dos
secuencias correspondientes al elemento respondedor a tetraciclina (TRE, Tet
Response Element) flanqueando a la TATA box, donde se une la polimerasa (Figura
M.5). Las secuencias TRE tienen alta afinidad por la proteina represora de tetraciclina,
TetR. Una vez unida, TetR evita la unién de la ARN polimerasa Ill al promotor H1 por
impedimento estérico, previniendo de esta forma la transcripcion del shRNA. La
tetraciclina, o diversas variantes como la doxiciclina, tienen alta afinidad por la
proteina TetR y, al unirse, le producen un cambio conformacional que evita su unién al
TRE. De esta manera, mediante el agregado de esta droga, se puede inducir la

transcripcidon del shRNA(Cycle et al., 2009).
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Figura M.5. Esquema del vector pLKO-Tet-On y su mecanismo de accién.
pLKO-Tet-On contiene todos los elementos necesarios en cis para la produccidn de particulas lentivirales
defectivas en su replicacién. También contiene los componentes necesarios para la expresién de shRNAs
de forma inducible en las células blanco. En ausencia de tetraciclina/doxciciclina, la expresion del shRNA
es reprimida por la proteina TetR constitutivamente expresada. Con la adicién de tetraciclina o
doxiciclina al medio de cultivo, se produce la expresién del shRNA resultando en el silenciamiento o
knock down del gen de interés.

El vector cuenta ademas con dos secuencias de reconocimiento para las enzimas
de restriccién EcoR1 y Agel flanqueando a un fragmento de 2 kpb, rio abajo del
promotor H1. Estas secuencias permiten, luego de la digestion del vector, el clonado
de forma dirigida de los insertos correspondientes a los shRNAs. La presencia del
fragmento de 2 kpb, que se escinde luego de la digestién, tiene como objetivo poder
diferenciar las bandas correspondientes al vector bi-digerido del vector mono-digerido
gue pudiera haberse generado por una digestién incompleta. Debido a esto, cuando
se corren las digestiones en un gel de agarosa se puede aislar la banda
correspondiente al vector bi-digerido. De esta forma, al no co-purificar el vector mono-
digerido se reduce de forma considerable la aparicién de colonias con vector religado
(sin inserto) luego de la ligacién con los insertos correspondientes a los shRNAs y la
transformacion de las bacterias.

El vector cuenta ademas con las secuencias en cis necesarias para su correcto
empaquetamiento, transcripcion inversa e integracion en las células blanco. Las
particulas lentivirales se obtienen por co-transfeccidon de las células empaquetadoras

293T con el vector pLKO-Tet-On conteniendo el shRNA junto con los vectores gag/pol y
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VSV-G. Estos dos ultimos aportan la maquinaria necesaria para la replicacién del
genoma viral, asi como para la sintesis de las proteinas estructurales virales y las
glicoproteinas que le confieren el tropismo, en este caso, de amplio rango y adecuado
para la transduccion de mESC. Las particulas lentivirales son liberadas al medio de
cultivo de las células empaquetadoras, el cual es colectado y utilizado para transducir a
las células blanco. Es importante destacar que mediante este sistema, donde los genes
gue codifican para las proteinas virales no pueden ser empaquetados dado que
carecen de las sefiales necesarias, se obtienen lentivirus defectivos en su replicacién.
Esta caracteristica es fundamental porque determina que éstos sean mas seguros, ya
gue el genoma de las particulas obtenidas no contiene los genes que codifican para la

maquinaria necesaria para la multiplicacidn del virus.

12.2 Obtencién del vector pLKO-Tet-On shPrmt8

Obtuvimos comercialmente el vector pLKO-Tet-On (AddGene). Digerimos el vector
pLKO-Tet-On con las enzimas EcoR1 y Agel para luego purificar la banda correspondiente al
vector bi-digerido. Utilizamos para eso el vector purificado por Maxiprep, con una

concentracion de 1 pg/ul. Realizamos la digestion por duplicado segun el siguiente esquema:

Vector 10l
Buffer O 10X 2ul
EcoR1 1w
Agel 1u
H,0 4 pl

Incubamos los tubos a 372C overnight vy, al dia siguiente, corrimos todo su contenido

en un gel de agarosa 0,8 % (Figura M.6).
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Figura M.6. Digestion del vector pLKO-Tet-On con las enzimas EcoR1 y Agel y corrido en un gel de
agarosa 0,8%.

Para la purificacion del vector del gel de agarosa utilizamos el kit AxyPrep DNA
Gel Extraction Kit (Axygen Biosciences). El protocolo utilizado se basa en la disolucién
de la agarosa y la retenciéon del DNA en una columna para su posterior elucidn.
Utilizando una espatula cortamos la parte inferior de la banda superior, intentando
llevar la menor cantidad de agarosa posible, debido a que ésta podria disminuir el
rendimiento de la purificacién. Colocamos el fragmento de gel conteniendo el vector
en un tubo eppendorf previamente pesado y lo pesamos nuevamente para calcular la
masa de gel obtenida. La densidad del gel puede considerarse como 1 g/ml, por lo que
100 mg de gel se consideran como 100 pl.

Agregamos Buffer DE-A en un volumen correspondiente a 3 veces el volumen de
gel escindido y homogeneizamos con vortex. Colocamos el tubo en un bafio a 75°C
hasta que el gel se encuentre completamente disuelto, tipicamente entre 8 y 10
minutos, vortexeando intermitentemente cada dos minutos. Luego, agregamos Buffer
DE-B en un volumen correspondiente a 0,5 veces el volumen de Buffer DE-A utilizado.
Colocamos una columna en el tubo correspondiente, ambos provistos en el kit, y
transferimos la agarosa solubilizada sobre la misma. Centrifugamos a 12.000 g durante
1 minuto. Descartamos el filtrado y agregamos 500 pl de Buffer W1 sobre la columna.
Centrifugamos a 12.000 g por 30 segundos y descartamos el filtrado. Agregamos 700 pl

de Buffer W2, centrifugamos a 12.000 g por 30 segundos y descartamos el filtrado.
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Agregamos nuevamente 700 ul de Buffer W2 y centrifugamos a 12.000 g por un
minuto. Estos dos lavados con el Buffer W2 aseguran la eliminacién completa de las
sales, que podrian causar problemas en subsiguientes reacciones enzimaticas, como la
ligacién. Descartamos el filtrado y centrifugamos 1 minuto mas a 12.000 g para
asegurarnos la eluciéon completa del filtrado.

Colocamos la columna en un tubo eppendorf nuevo, agregamos 30 pul de HyOmq Y
dejamos reposar durante 1 minuto. Por ultimo, centrifugamos a 12.000 g por un
minuto y descartamos la columna. Este eluido corresponde al ADN purificado.
Cuantificamos el vector purificado utilizando el NanoDrop vy, por otra parte, lo corrimos

en un gel de agarosa 0,8% para verificar su tamafio y calidad.

12.2.1 Eleccion de shRNAs

El disefio de los shRNAs para cada gen se realizd utilizando como referencia la
Biblioteca de shRNA del RNA/i Consortium del Broad Institute, MIT, Harvard. Este es un
consorcio publico-privado cuyo objetivo es disefiar una amplia variedad de RNAi contra
genes humanos y de ratéon en forma de shRNA para ser incorporados a las células
blanco a través de vectores lentivirales (www.broadinstitute.org/rnai/trc). El consorcio
cuenta con una biblioteca de mas de 160.000 RNAI diseifiados in silico contra mas de
15.000 genes humanos y 15.000 genes de ratdn. Para cada uno de los genes presentes
en la biblioteca existe una cantidad diversa de secuencias de RNAi que tienen como
blanco distintas regiones del gen. Dado que no se encuentra validada la efectividad de
cada secuencia de shRNA respecto al silenciamiento de los genes blanco,
seleccionamos tres shRNA contra Prmt8 para aumentar la probabilidad de que alguno
resulte efectivo en el silenciamiento. La biblioteca otorga la informacién de cada
shRNA en forma de dos oligonucledtidos: una secuencia Forward y de una secuencia
Reverse, ambas de 58 bases. Las secuencias obtenidas son luego hibridizadas in vitro
para formar el oligonucleétido de ADN doble cadena (Figura M.5). Las secuencias estan
disefiadas para que luego de la hibridacidn presenten en sus extremos secuencias
protruyentes para las enzimas de restriccion EcoR1 y Agel. De esta manera, el
fragmento obtenido puede ser clonado directamente en el vector Tet-pLKO digerido,

sin ser necesaria la digestidn de los insertos.
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Agel EcoR1

Forward (5'-3") CC66

Reverse (3'-5')

Figura M.5: Hibridizacidn de las secuencias de ADN forward y reverse correspondientes a un shRNA. Se
forma, de esta manera, el inserto de ADN doble cadena con extremos protruyentes compatibles con los
extremos producidos por la digestidn del vector Tet-pLKO con las enzimas de restriccion EcoR1 y Agel.

De esta forma, los distintos insertos clonados dentro del vector pLKO-Tet-On generaran
los shRNAs que dirigiran el silenciamiento de los factores Tafl5 y Atf7ip, de forma inducible

por tetraciclina, como se explicé previamente (Figura M.6).

shRNA

Figura M.6: Esquema de transcripcion de shRNA a partir del molde de DNA.

12.2.2 Hibridizacién de los oligonucleétidos

Obtuvimos los oligonucledtidos correspondientes a las hebras Forward y Reverse
de cada shRNA segun se indica en la tabla a continuacién. Es importante destacar que
los 3 shRNAs seleccionados no tienen como blanco otros genes que Prmt8, de acuerdo

a analisis bioinformaticos disponibles en el sitio web del RNAi Consortium.

mPrmt8-1025

Forward (5’-3’) CCGGGCTTTGTACGTGGTAGCGATTCTCGAGAATCGCTACCACGTACAAAGCTTTTTG

Reverse (5°-3') AATTCAAAAAGCTTTGTACGTGGTAGCGATTCTCGAGAATCGCTACCACGTACAAAGC

mPrmt8-1036

Forward (5’-3’) CCGGGAGGAAATCTACGGGACCATACTCGAGTATGGTCCCGTAGATTTCCTCTTTTTG
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Reverse (5’-3’) AATTCAAAAAGAGGAAATCTACGGGACCATACTCGAGTATGGTCCCGTAGATTTCCTC

mPrmt8-1093

Forward (5’-3’) CCGGGATTTCACAGTAGACTTGGATCTCGAGATCCAAGTCTACTGTGAAATCTTTTTG

Reverse (5’-3’) AATTCAAAAAGATTTCACAGTAGACTTGGATCTCGAGATCCAAGTCTACTGTGAAATC

Oligonucleétidos utilizados para realizar el silenciamiento de Prmt8.
El nimero contenido en el nombre de cada secuencia corresponde a la posicidn de hibridizacién en el
mensajero desde el inicio del mismo.

Reconstituimos los oligonucleétidos liofilizados en H,Onmq @ una concentracién
final de 0,1 nmol/ul. Para la hibridizacién utilizamos Annealing Buffer 10x, compuesto
por NaCl 1M, Tris-HCl, pH 7.4 100 mM. Para cada shRNA realizamos la hibridizacién

segun:

Oligonucleétido Forward | 11,25 ul

Oligonucledtido Reverse 11,25 ul

Annealing Buffer 10x 2,5 ul

Calentamos un recipiente con agua y la llevamos a 952C. Colocamos los tubos en
el agua caliente y los dejamos enfriar lentamente hasta una temperatura de 302C.
Realizamos una dilucion 1/400 de los oligonucleédtidos hibridizados, mezclando 1 pl de
oligos + 400 ul de Annealing Buffer 0,5x. Conservamos la dilucion de oligonucledtidos

hibridizados a -202C.
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12.2.3 Ligacion de los oligonucleétidos doble cadena en el vector pLKO-Tet-On

Realizamos la reaccién de ligacion para cada fragmento utilizando la enzima

Ligasa de ADN T4 (Promega), segun:

Solucién de inserto a clonar 1l
pLKO-Tet-On digerido 1ul
Buffer de ligacién 10x 1l
Ligasa de ADN T4 1ul
H20ma 6 ul
Total 10l

También realizamos una reaccidn de ligacién sin inserto para evaluar el religado
del vector.

Incubamos las reacciones a temperatura ambiente durante 3 horas, segln
indicaciones del manual de la enzima. Una vez concluido el tiempo, transformamos
bacterias por el método de heat shock durante 90 segundos

Debido a que siempre existe la posibilidad de tener vector religado es necesario
evaluar un nimero adecuado de colonias por cada placa para verificar si efectivamente
tienen el inserto. Para eso, picamos colonias de cada una e hicimos estrias en una
nueva placa de forma tal de poder picar nuevamente las estrias en caso de ser las
construcciones esperadas, a la vez que inoculamos cultivos de 2 ml de LB-Ampicilina
para obtener DNA plasmidico. Realizamos una extraccién de DNA plasmidico de baja
escala de cada cultivo realizado a partir de cada colonia y evaluamos el correcto
clonado de los shRNAs a través de una reaccion de PCR con primers especificos
flanqueando el sitio de clonado y posterior corrida en un gel de agarosa 2%. En caso de
ser negativos, debido a la presencia del fragmento de 2kpb en el vector religado,

deberia observarse una banda de 2,5 kpb. En caso de ser positivos, deberia observarse una

banda de 450 pb (Ver resultados).
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Primers Tet-pLKO

pLKO-Tet-On Forward (5’-3’) ACCCGACAGGCCCGAAGGAA

pLKO-Tet-On Reverse (5’-3’) GCCGCGGCCAAAGTGGATCT

13. Tranducciones virales

Las particulas lentivirales se produjeron mediante la transfeccion de células
empaquetadoras HEK 293T con un sistema de cinco pldsmidos. Cuatro de éstos
codifican la capside y la transcriptasa reversa (gag/pol), la envoltura (vsv-G) y proteinas
regulatorias (tat y rev). El quinto plasmido, es el que lleva la informacidn que se desea
transducir (backbone). Para los experimentos en HC11 se transdujo con el vector
denominado pHAGE-EF1a-STEMCCA, que codifica 3 factores necesarios para la
reprogramacion de células somaticas (Oct4, Sox2 y KIf4), ademas del gen reportero
mCherry. Para el establecimiento de la linea estable se utiliz6 el vector Tet-pLKO sh
Prmt8 1025, 1036 6 1093, producido como se detallé anteriormente. La relacién de los

plasmidos utilizados fue la siguiente:

Backbone : tat : rev : gag/pol : vsv-G

20 : 1 : 1 : 1 : 2

Para producir particulas retrovirales utilizamos células HEK 293T Phoenix Ampho
como empaquetadoras, que poseen integrados establemente en su genoma los genes
gue codifican para gag-pol y env. El protocolo de transfeccion utilizado se describe a
continuacién y es similar para las dos lineas empaquetadoras.

Sembramos aproximadamente 600.000 células HEK 293T por well de una placa
MW para ser transfectadas. El agente de transfeccién Lipofectamina 2000 (Invitrogen,
Cat 11668-019) fue utilizado segun se detalla anteriormente, en una relacién 10 pl de
Lipofectamina 2000 : 4 ug de DNA total. Colectamos los sobrenadantes con particulas
virales 48, 72 y 96 horas post-transfeccion y los filtramos utilizando filtros de 0.45 um

low binding (Millipore, Cat SLHVO33RB).
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Veinticuatro horas antes de colectar el primer sobrenadante, sembramos
aproximadamente 500.000 células a ser transducidas. Realizamos tres rondas de
transduccion cada 24 horas utilizando los sobrenadantes filtrados frescos,
complementados con 1/3 de medio fresco. En algunos casos también
complementamos con polibreno en una concentracion final de 5 pg/ml. Veinticuatro
horas posteriores a las ultima ronda de transduccién cambiamos el medio por medio

estandar.

14. Soluciones y medios de cultivo utilizados

PBS 1x (1 litro)

NacCl 8 mg
KCl 200 mg
KH,PO, 200 mg
Na,HPO, 1,14 mg
H,0nq estéril c.s.p 1 litro

Medio de propagacion (MP) para CMEm (50 ml)

DMEM Alta Glucosa 5x 10 ml
NaHCO; 7,5 % 2,5ml
SFB (concentracion final 15%) 7,5 ml
Glutamax 200 mM (100x) 500 ul
Aminodcidos no esenciales 10 mM (100x) 500 pl
Penicilina/Estreptomicina (100x) 500 ul
2-mercaptoetanol 0,1 mM (1000x) 50 pl
LIF 2000x 50 pl
H,0miliq (may €stéril 28,4 ml

Medio MEF (50 ml)

DMEM Alta Glucosa 5x 10 ml
NaHCO3 7,5 % 2,5 ml
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SFB (concentracion final 10%) 5 ml
Penicilina/Estreptomicina (100x) 500 pl
H,0nq estéril 32 ml
Azul de Tripdn 4% pH 7,4
Azul de Tripan 400 mg
NacCl 810 mg
K,HPO, 60 mg
Metil-p-hidroxibenzoato 50 mg
H,0nq estéril c.s.p 10 ml
Medio de diferenciaciéon (MD) para mESCs (50 ml)
DMEM Alta Glucosa 5x 10 ml
NaHCO3 7,5 % 2,5 ml
SFB (concentracion final 20%) 10 ml
Glutamax 200 mM (100x) 500 pl
Aminoacidos no esenciales 10 mM (100x) 500 pl
Penicilina/Estreptomicina (100x) 500 ul
2-mercaptoetanol 0,1 mM (1000x) 50 pl
H,0nq estéril 25,95 ml
Medio LB (1000 ml)
Extracto de levadura 5g
Triptona de carne 10g
NacCl 10g
H204est Llevar a 1000 m|
Medio SOC (1000 ml)

Extracto de levadura
Triptona de carne
NaCl

KCI 250 mM

MgCl, 2M

Glucosa 1M

58
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HZOdest

Llevar a 1000 ml

Solucion 1 Preparacion DNA plasmidico (40 ml)

Tris-HCIpH 7,51 M 2 ml
EDTAO,5M 0,8 ml
H2O0est 37,2 ml
Solucién 2 Preparacién DNA plasmidico (20 ml)
NaOH 1M 4 ml
SDS 10% 2 ml
H,Ogest 14 ml
Solucion 3 Preparacion DNA plasmidico (50 ml)
Acido acético glacial 100% 5,75 ml
Acetato de potasio 5M 30 ml
H2O0est 14,25 ml
Medio Terrific
Peptona 523g
Extracto de levadura 10,7 g
Glicerol 1,8 ml
HO0dest c.s.p. 360 ml

En esterilidad se agregan 40 ml de Buffer fosfato al Buffer Terrific, obteniendo un volumen

final de 400 ml.
Buffer fosfato
KH2PO4 1,03 g
K2HPO4 557g
H20est c.s.p. 40 ml
Buffer TE
Tris-HCI pH 8 10 mM
EDTApH 8 1mM
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PEG 13% m/v en NaCl 1,6M

NaCl 1,6M 1,87 g en 20 ml H0yest
PEG 0,26 gen2 mINaCl1,6 M
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Resultados
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1. Estudio de la expresion de remodeladores de la cromatina en células madre
pluripotentes

En la busqueda de proteinas con actividad remodeladora de la cromatina que sean
relevantes en los procesos de mantenimiento de la pluripotencia o de la diferenciacién
celular, nuestro primer objetivo fue identificar en la bibliografia aquellas cuya
presencia fuera indispensable para el normal desarrollo murino (Fazzio et al., 2008).
Luego, estudiamos si estos y otros remodeladores se encontraban incluidos en el
grupo de genes cuyos promotores son capaces de reclutar factores de transcripcién
espécificos del estadio indiferenciado de ESC como Oct4, Nanog, Sox2, KIf4, C-Myc,
Dax1 y Zfp281. Para ello, nos basamos en datos de ChIP on chip publicados por Kim y
colaboradores, donde se inmunoprecipitaron dichos factores de transcripcion y se
analizé a qué secuencias se unen en el genoma del ratén (Kim, Chu, Shen, Wang, &
Orkin, 2008; Loh et al., 2006). Interpolando los datos de la primera y segunda
busqueda, y partiendo de una lista de mas de 6000 genes, llegamos a encontrar 19
promotores de genes que codifican para enzimas remodeladoras de la cromatina que
unen distintos factores de transcripcién considerados indispensables en células madre
pluripotentes. Nuestra hipdtesis es que estos genes podrian ser regulados durante el
proceso de diferenciacion celular, jugando un rol en el mantenimiento del estado
indiferenciado y/o en la pluripotencia de dichas células. En la Figura R.1 se encuentran
esquematicamente representados cuales son los factores de transcripcidon que se unen
a estos genes candidato y donde los clasificamos segln su funcidn conocida.

Los datos utilizados en esta busqueda preliminar de candidatos fueron
generados en ensayos del tipo whole genome. En su mayoria, estos datos nunca
fueron validados de manera especifica para cada gen, asi como tampoco fueron
analizados sus perfiles de expresion. Por esta razdn es que nos abocamos a medir los
niveles de expresidon de estos factores por PCR cuantitativa en células indiferenciadas,
comparandolos contra los niveles de expresidon en fibroblastos, como un primer
modelo de célula terminalmente diferenciada. Para eso, disefiamos primers especificos
para algunos de los genes mencionados en la Figura R.1. Como explicamos antes, en
esta primera etapa de la busqueda pretendimos encontrar un conjunto de genes

candidato para poder, luego, seguir adelante con el estudio de la funciéon de sdlo
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algunos de ellos. El criterio que aplicamos consistié en concentrar nuestros esfuerzos
en medir la expresion de aquellos remodeladores que unieran los factores de
transcripcién core de pluripotencia (Oct4, Nanog o Sox2) o que se hallaran en trabajos
previos que sugirieran su posible relevancia en la biologia de las ESC. Tal es el caso de
Gen5L2 o HDAC3, cuyos promotores no unirian los factores de transcripcién antes
mencionados, pero que como veremos mas adelante, parecen modularse
fuertemente. Ejemplo del caso contrario es HDAC10, gen que resultaria interesante
estudiar pero para el cual no logramos, hasta el momento disefiar un par de primers

satisfactorios.

8 GCN5I2 g HDAC2 @@

g Mystz g HDACd @

B Mysta 3 HDACsa 2

< GTF3C3 @

, PRMT1 @G ol

8 PRMT2 @ a

5 PRMT8 =@ @SS z a2k @O
2 SUV39H1 G &

£ SUV39H2 (mo) o

S setpB1 @Ew

EHMT2 G

Figura R.1: Esquema de unién de los factores de transcripcidn de pluripotencia a los promotores de
enzimas remodeladoras de la cromatina (Kim et al., 2008). Los 6valos representan los factores de
transcripcion. A su izquierda, el promotor del gen al cual se unen. En vertical, el grupo funcional al que
pertenece cada enzima.

El segundo paso de esta busqueda consistid, entonces, en medir la expresion de las
acetil transferasas Gen5L2, GTF3C3 y GTF3C4, Myst2, ATF7ip y las deacetilasas de
histonas HDAC2, HDAC3 y HDACS en las ESC de ratén Ainvl5 y compararla contra la de
fibroblastos embrionarios de ratdn (MEFs, por su sigla en inglés). En la Figura R.2 se
observa que la mayoria de los genes analizados posee un mayor nivel de expresion en

células madre embrionarias de ratédn (mESC, por su sigla en inglés) que en los MEFs a
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excepcion de ATF7ip y HDACS. Por otro lado, medimos la expresiéon de TAF15 en
ambas lineas celulares. Pese a que auln no se ha descripto una actividad remodeladora
de la cromatina per se para esta proteina, Tafl5 es una subunidad del complejo de
iniciacion transcripcional TFIID y forma parte del complejo acetilador de histonas
PCAF87. Estudios previos de otro grupo demostraron la reduccion de su expresién en
ESC humanas cuando éstas se diferencian espontaneamente (Andersson et al., 2008).
Nuestros resultados concuerdan con lo reportado, observandose una menor expresion

de TAF15 en MEFs comparada con la de mESC.
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Figura R.2: Expresion de remodeladores de la cromatina en mESC de la linea Ainv 15 comparada con la
de fibroblastos embrionarios murinos (MEF). La expresidn del gen mencionado arriba de cada grafico
individual se midié por RT-qPCR, se normalizd a la expresiéon de GAPDH vy se relativizé a la de las células
indiferenciadas.

Con la intencion de confirmar el patrén de expresion obtenido en mESC y analizar el

comportamiento de estos genes en otro tipo de células pluripotentes, repetimos este
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ensayo utilizando otra linea celular pluripotente indiferenciada, las iPSC. Estas células,

generadas previamente en nuestro laboratorio, fueron reprogramadas a partir de

MEFs y presentar caracteristicas muy similares a las ESC, por lo cual esperabamos que

los niveles de expresion de los remodeladores en iPSC se asemejaran mas a una célula

embrionaria que a las células que le dieron origen.

Nuevamente vimos que, en

general, los genes analizados se transcriben mas en las iPSC que en los fibroblastos

terminalmente diferenciados que les dieron origen, excepto HDAC5 que parece

expresarse de igual manera en ambos tipos celulares (Figura R.3).
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Figura R.3: Expresion de remodeladores de la cromatina en iPSC comparada con la de MEF que le dieron
origen. La expresion del gen mencionado arriba de cada grafico individual se mididé por RT-gPCR, se
normalizé a la expresidon de GAPDH y se relativizo a la de las células indiferenciadas.
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Recordemos que el propdsito de esta busqueda inicial era encontrar una enzima
remodeladora que tuviera un rol determinante en un proceso biolégico que resulta
clave para el desarrollo de un organismo y estd altamente regulado en la naturaleza.
Razonamos que un buen gen candidato seria aquel que repitiera su patrén de
expresion en el mayor nimero de lineas celulares de una misma especie, pero que
ademds conservara este comportamiento en lineas celulares de otra especie. Es por
eso que repetimos este screening en lineas de ESC de humanos compardndolas
nuevamente con células terminalmente diferenciadas, en este caso fibroblastos
adultos humanos, obtenidos a partir de un cultivo primario de prepucio (HFF, por su

sigla en inglés).

MYST2 MYST3 GTF3C3 ATFTIP
15 ;

i
i

=

=

& & L9 A (4] .
& & & & & & &

o <

Rolative Expression
Relative Ex pression
Relative Expression
Relative Expression

HDAC2 HDAC3 HDACS ~ HDAC10

Relative Expression

=
Relative Exprossion
Relative Exprission
"
Relative Expression
= ~
in

G % & & Lo £ &
& & & & £ F & &
3UV3agH2 BMI-1 JARID2
15 15 1.5
5 5 H
g0 £ e 5 10 —
S 2 2
- r a
£ os Z s Zos
. ] ]
& E 2
o
& % & % o 4
& & £ &
& & & & & &

Figura R.4: Expresion de remodeladores de la cromatina en hESC comparada con la de los fibroblastos
de prepucio humanos (HFF). La expresion del gen mencionado arriba de cada grafico individual se midié
por RT-qPCR, se normalizo a la expresién de GAPDH y se relativizé a la de las células indiferenciadas.

Analizando en la bibliografia encontramos, en datos no publicados del

laboratorio de Richard Young (http://younglab.wi.mit.edu), que no todos los genes que

seleccionamos para estudiar en ESC de ratdon unen en los promotores de sus
homdlogos en el genoma humano los factores de transcripcidon de pluripotencia. Por

esta razén seleccionamos algunos genes con los que veniamos trabajando, pero
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ademas agregamos en este estudio la deacetilasa de histonas HDAC10, la
metiltransferasa SUV39H2, y los genes BMI-1 y JARID2 que codifican para integrantes
del complejo represor Polycomb 1 (PRC1) y 2 (PRC2), respectivamente, de conocida
importancia en el mantenimiento de la auto-renovacién en ESC (Boyer et al., 2006;
Endoh et al., 2008; Landeira et al., 2010). Como se muestra en la Figura R.4, para
MYST2, GTF3C3 y las HDAC 2, 3 y 5 se repite el patrén previamente observado en ESC
de ratén. BMI-1, llamativamente, parece expresarse de igual manera en células ESC y
en HFF, contradiciendo en un principio lo que esperabamos de acuerdo a lo que se
encontraba reportado (Ding, Lin, Ensenat-Waser, Rose-John, & Zenke, 2012; Hosen et

al., 2007).

Hasta aqui, encontramos que en general los genes analizados se expresan mas
en células madre pluripotentes que en fibroblastos diferenciados, ya sea en células de
ratén o en células humanas. El siguiente paso consistié en analizar qué sucede con la
expresion de los genes de remodeladores de la cromatina seleccionados, cuando son
las mismas ESC las que son forzadas a abandonar el estado indiferenciado y comenzar
a diferenciarse. Para ello, decidimos tomar las ESC en estado indiferenciado y
diferenciarlas in vitro con el protocolo de hanging drop para luego medir los niveles
transcripcionales de los genes arriba mencionados por PCR en tiempo real. Este
abordaje resulta muy informativo y complementa los resultados obtenidos en la
comparacidon entre células pluripotentes y fibroblastos, antes descripta. En primer
lugar, las células diferenciadas que se obtienen con este protocolo provienen
directamente de las ESCy, por ende, poseen su mismo background genédmico. Esto nos
permite deducir con mayor confianza que las variaciones que se observen en los
niveles de expresidon de los genes estudiados es resultado del cambio en el programa
transcripcional de la célula durante la diferenciacién. En segundo lugar, el ensayo de
hanging drop es un protocolo de diferenciacidn celular no dirigido, es decir que con el
mismo podemos obtener células derivadas de las tres capas germinales: endodermo,
mesodermo y ectodermo. Elegimos este protocolo y no uno dirigido, porque lo que
nos interesé en un principio fue encontrar genes que actien en la frontera entre la
salida del estado indiferenciado y el inicio de la diferenciacién celular y no genes

implicados en la generacién de un linaje en particular. Las estructuras obtenidas por
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este protocolo no dirigido contienen diversos tipos celulares. Al analizarlos todos
juntos, como un pool, podemos detectar genes cuya expresién haya sido modulada
durante el proceso de diferenciaciéon en general, y no en un tipo celular en particular.
De esta manera, este abordaje experimental permite concluir que las diferencias
observadas en la expresién de los genes analizados se deben a una modulacién general
de su transcripcidon y no a una regulacion linaje-especifica. Son muchos los genes que
no se modulan cuando la célula se compromete con un linaje determinado pero si lo
hace cuando se diferencia a otros. Este protocolo nos permite identificar estos genes
como modulados por la diferenciacién. En cambio, si utilizdramos un protocolo de
diferenciacion linaje-especifico, muchos de ellos pasarian inadvertidos.

Brevemente, este ensayo consiste en la formacion de cuerpos esféricos,
llamados cuerpos embrioides, en la punta de una gota invertida de medio de cultivo
sobre la tapa de una placa de cultivo (Figura R.5A, foto del medio). Luego de formados,
estos cuerpos embrioides se dejan crecer durante 72 horas y se colocan en una placa
de cultivo previamente tratada con gelatina donde se adhieren como se muestra en la
foto de la derecha en la Figura R.5A. Para corroborar la eficacia de cada diferenciacién,
tomamos muestras a distintos tiempos durante 11 dias luego de la adherencia de los
cuerpos y se midieron los niveles de expresion de diversos marcadores de
pluripotencia (Oct4, Nanog) y de marcadores de diferenciacién hacia los linajes
endodérmico (AFP), mesodérmico (Brachyury) y ectodérmico (nestina) (Figura R.5B).
Como esperabamos, conforme avanza la diferenciacidn, los niveles de Oct4 y Nanog
disminuyen mientras que los niveles de los marcadores de diferenciacién aumentan.
En particular, Brachyury presenta siempre un maximo en su expresién alrededor del

dia 7 post adherencia que luego disminuye marcadamente (A. L. Evans et al., 2012).
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Figura R.5: Validacién del ensayo de diferenciacion in vitro de meSCs de la linea Ainv 15. A) Fotos de
campo claro de: izquierda, mESC indiferenciadas; medio, cuerpos embrioides en suspensidn; derecha,
cuerpos embrioides en adherencia. B) Expresidn de genes marcadores a distintos dias post-adherencia

del protocolo de diferenciacién (D4, dia 4; D7, dia 7 y D11, dia 11). DO se denomin¢ al dia 0 del
protocolo, es decir, a células indiferenciadas. La expresion del gen mencionado arriba de cada grafico
individual se midié por RT-qPCR, se normalizd a la expresion de GAPDH vy se relativizo al DO.

Una vez verificado el estado de diferenciacion de las células, cuantificamos los niveles
de expresiéon de los genes por medio de PCR cuantitativa (Figura R.6). Una vez mas, el
patrén que encontramos en los otros sistemas analizados parecié repetirse, aunque
esta vez con ciertas discrepancias a lo observado previamente. Tal es el caso de
GTF3C4, donde vimos que la disminucién de su expresién es mucho menos
pronunciada que al comparar células indiferenciadas con fibroblastos. Por el contrario,
ATF7ip y HDACS, genes que no habian mostrado previamente una modulacién
marcada, revelaron en los ensayos de diferenciacién in vitro perfiles de expresién con

una fuerte tendencia a disminuir.
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Figura R.6: Expresion de remodeladores de la cromatina durante la diferenciacion in vitro de mESC de la
linea Ainv 15. La expresion del gen mencionado arriba de cada grafico individual se midid a distintos dias
post-adherencia del protocolo de diferenciacién (D4, dia 4; D7, dia 7 y D11, dia 11). DO, células
indiferenciadas. La expresion del gen mencionado arriba de cada grafico individual se midié por RT-
gPCR, se normalizd a la expresion de GAPDH y se relativizo al DO.

Sabiendo, ahora, que pueden existir discrepancias entre lo observado al
comparar células madre pluripotentes con fibroblastos y los perfiles obtenidos en los
ensayos de hanging drop, quisimos estudiar qué sucedia al diferenciar ESC humanas.
En este caso, el protocolo es levemente distinto, debido a que las colonias de ESC
humanas no pueden ser disgregadas a células individuales como su contraparte de
ratén, sin morir por apoptosis. Se han desarrollado protocolos que utilizan un inhibidor
de Rho-asociated kinases, con lo que se logra disminuir la apoptosis en protocolos de
diferenciacién in vitro similares (Watanabe et al., 2007). En el protocolo utilizado en
este trabajo, se toman las colonias de ESC indiferenciadas cultivadas sobre una matriz
a base de colageno (Figura R.7A, foto de la izquierda), se las despega de la placa con

una mezcla de colagenasa y dispasa. Por su tamaiio y forma, las colonias en suspension
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tienden a plegarse sobre si, formando cuerpos esféricos similares a los que se forman
con las células madre pluripotentes de ratéon (Figura R.7A foto del medio). Estos
cuerpos embrioides se dejan crecer por 72 horas y luego se los adhiere a una placa

previamente tratada con gelatina (Figura R.7A foto de la derecha).
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Figura R.7: Validacion del ensayo de diferenciacion in vitro de hESCs de la linea WAQ9. A) Fotos de
campo claro de: izquierda, hESC indiferenciadas; medio, cuerpos embrioides en suspensién; derecha,
cuerpos embrioides adheridos. B) Expresidn de genes marcadores a distintos dias post-adherencia del

protocolo de diferenciacion (D2, dia 2; D4, dia 4; D7, dia 7 y D14, dia 14). DO, células indiferenciadas. La
expresion del gen mencionado arriba de cada gréfico individual se midié por RT-qPCR, se normalizé a la
expresion de GAPDH y se relativizo al DO.

Nuevamente, medimos la expresién de genes marcadores del estado
indiferenciado (OCT4, NANOG) y de diferenciacion hacia los distintos linajes (AFP:
endodermo; BRACHYURY y NKX2.5: mesodermo; PAX6: ectodermo) para comprobar
que el protocolo se haya llevado a cabo correctamente (Figura R.7B). Como esta

reportado, OCT4 y NANOG tienden a disminuir conforme avanza el protocolo de
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diferenciacién celular, mientas que los niveles de AFP, BRACHYURY, NKX2.5 y PAX6

aumenta.
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Figura R.8: Expresidon de remodeladores de la cromatina durante la diferenciacién in vitro de hESC de la
linea WAO9. La expresion del gen mencionado arriba de cada grafico individual se midié a distintos dias
post-adherencia del protocolo de diferenciacién (D2, dia 2; D4, dia 4; D7, dia 7 y D14, dia 14). DO, células

indiferenciadas. La expresion del gen mencionado arriba de cada grafico individual se midié por RT-
gPCR, se normaliz6 a la expresién de GAPDH y se relativizé al DO.

Una vez corroborado el estado de las células, analizamos los perfiles de expresion de

MYST2. Observamos, que tal como se vio previamente, sus niveles de RNA disminuyen,

pero lo hacen de manera tardia (Figura R.8). GTF3C3 en cambio, disminuye a tiempos

cortos de la diferenciacion (Dia 2), pero luego se recupera. ATF7ip disminuye
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abruptamente a tiempos muy cortos y se mantiene aproximadamente en los mismos
niveles de expresién. Al observar las deacetilasas de histonas, vemos que de los tres
genes analizados, el Unico que parece disminuir es HDAC2 y aun asi no lo hace
dramadticamente como observamos en el experimento de la Figura 3. Para HDAC3 vy
HDACS no se aprecia una tendencia clara. HDAC10 tiende a aumentar sobre el final del
protocolo, aunque esta tendencia no es tan marcada. La expresion de la demetilasa
SUV39H2 disminuye progresivamente pero sobre el dia 14 de la diferenciacidn esta
tendencia se revierte levemente. Tal vez, lo mas interesante de esta busqueda
preliminar fueron los resultados obtenidos con los genes que codifican para BMI-1 y
JARID2. Hay pocos reportes en la literatura acerca del comportamiento de la expresion
de estos dos componentes en ESC humanas indiferenciadas y durante su
diferenciacién. En particular, BMI-1 parece aumentar muy marcadamente su
expresion, casi 4 veces, mientras que JARID2 se apaga progresiva y escalonadamente

durante el protocolo.

2. Analisis de la expresion de la metiltransferasa de argininas Prmt8 en células

madre pluripotentes

El screening previamente descripto, arrojé una serie de genes que podrian ser
regulados por los factores de transcripcion core en ESC y cuya modulacién durante la
diferenciacion in vitro apoya la hipétesis de que podrian tener un rol fundamental en
los procesos de autorenovacion y diferenciacidon de estas células. Uno de estos genes
es Prmt8, una metiltransferasa de histonas cuya expresion estd descripta solamente en
el sistema nervioso central del ratén. Pese a los pocos datos disponibles en
bibliografia, esta metiltransferasa llamé particularmente nuestra atencién desde los
comienzos de este estudio debido a que, segun los resultados del trabajo de Kim y
colaboradores, parece reclutar en su promotor los tres factores de transcripcién core
(Oct4, Nanog, Sox2) y ademads Dax1, Nacly Zfp281 (Figura R.1).

Siguiendo con el mismo razonamiento que explicamos anteriormente,
analizamos la expresién de Prmt8 por PCR cuantitativa en mESC y en iPSC, y la
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comparamos con su expresion en fibroblastos embrionarios murinos (Figura R.9).
Observamos que tanto en mESC como en la linea pluripotente reprogramada a partir

de MEFs la expresién es mayor a la de fibroblastos.
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Figura R.9: Expresion de la metiltransferasa Prmt8 en mESC de la linea Ainv 15 (izquierda) e iPSC
(derecha) comparada con la de MEF. La expresién de Prmt8 se midié por RT-qPCR, se normalizé a la
expresion de GAPDH vy se relativizé a la de las células indiferenciadas que corresponde en cada caso.

Una vez mas, con el propdsito de estudiar los niveles transcripcionales de este gen
durante la diferenciaciéon in vitro de ESC, comparamos su expresiéon en células
indiferenciadas con la en cuerpos embrioides en diferentes dias del protocolo de
diferenciacidn in vitro.

Medimos la expresién de Prmt8 en dos lineas celulares de mESC derivadas
independientemente, R1 y Ainv15, y una de iPSC. En la Figura R.10 mostramos los
perfiles de expresién de cada experimento por separado. En todos los casos,
observamos que Prmt8 tiende a disminuir fuertemente conforme avanza Ia
diferenciaciéon. No obstante, en algunos de los experimentos realizados con R1 vy
Ainv15, los niveles de expresion de Prmt8 se recuperan en los ultimos dias analizados
del protocolo. Este incremento tardio en los niveles de RNA mensajero es variable en
intensidad y tiempo de aparicion. Como mencionamos anteriormente, Ia
diferenciacién por hanging drop no estd dirigida hacia ningun linaje en particular. A
pesar de las ventajas ya descriptas, esto produce cierta variabilidad en cuanto a los
porcentajes de cada tipo celular obtenido al final del ensayo. Razonamos que si en

distintos experimentos obtuvimos proporciones variables de un tipo celular en
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particular, que exprese normalmente Prmt8, esto podria explicar las diferencias de

expresion observadas.
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Figura R.10: Expresion de Prmt8 durante la diferenciacién in vitro de mESC de la linea Ainv 15,
R1 0iPSC. La expresidén de Prmt8 se midio en la linea mencionada arriba de cada gréfico individual a
distintos dias post-adherencia del protocolo de diferenciacion (D4, dia 4; D7, dia 7 y D11, dia 11). DO,
células indiferenciadas. La expresion del gen mencionado arriba de cada grafico individual se midié por
RT-gPCR, se normalizo a la expresién de GAPDH y se relativizo al DO.

Como explicamos previamente, Prmt8 posee una gran homologia con Prmt1. Estas dos
proteinas comparten mas del 80% de su secuencia aminoacidica. Por esta razén, nos
interesd analizar si la transcripcidn de Prmtl disminuia durante la diferenciacion de la
misma manera en que lo hace Prmt8. Para ello medimos sus niveles de expresidn en
distintos dias del protocolo de diferenciacién por hanging drop. En la Figura R.11 se
observa que, al igual que Prmt8, Prmtl disminuyd considerablemente durante la
diferenciacién in vitro. Sin embargo, el comportamiento de este gen fue diferente al de
Prmt8. Por una lado, la disminuciéon observada en la linea R1 presentd una cinética

diferente, siendo paulatina a lo largo de la diferenciacidn; por otra parte, tanto en la
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linea Ainv 15 como en IPSC, Prmtl no siempre disminuyd su expresion durante la
diferenciacién. En diferentes réplicas Prmtl mostré distintas tendencias,
probablemente consecuencia de las diferentes poblaciones celulares que surgieron en
los distintos protocolos de diferenciacion (resultados no mostrados). En conjunto, esto

sugiere que los mecanismos de regulacién de ambos genes son diferentes.
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Figura R.11: Expresion de Prmtl durante la diferenciacidn in vitro de mESC de la linea R1. La expresién
de Prmt1 se midid a distintos dias post-adherencia del protocolo de diferenciacién (D4, dia 4; D7, dia 7y
D11, dia 11). DO, células indiferenciadas. La expresidon del gen mencionado arriba de cada gréfico
individual se midié por RT-qPCR, se normalizé a la expresién de GAPDH vy se relativizé al DO.

El grupo de Kousaka describié que la expresion de Prmt8 se encuentra limitada al
sistema nervioso. Hasta el momento no se ha descripto su rol durante el desarrollo.
Debido a que durante este trabajo encontramos que se expresa en células madre y
que durante su diferenciacién no dirigida esta expresion disminuye notablemente nos
interesé estudiar que ocurre al diferenciar mESCs de forma dirigida a progenitores
neurales. Nos preguntamos si al diferenciarse hacia tipos celulares del sistema
nervioso, la transcripcién de esta metiltransferasa se modula de forma diferente. Para
probar esta hipdtesis, sometimos a las células a un protocolo de diferenciacion
dirigido, que consiste en sembrar las células en baja densidad en placas adherentes y
cultivarlas en presencia de un medio definido (para mas detalles ver seccién de
Materiales y Métodos). Tomamos muestras de RNA a cada dia durante los 6 dias de
duraciéon de este protocolo y medimos, por RT-gPCR, los niveles de los genes

marcadores del estado indiferenciado Oct4, Nanog y Sox2 y los marcadores neuronales
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Sox1, Sox3 y Nestina (Figura R.12). Como esperabamos, los niveles de Nanog, Sox2 y
Oct4 bajaron conforme avanzé la diferenciacién aunque, llamativamente, este ultimo
lo hizo sobre el final del protocolo. Tanto Sox1 y Sox3 como Nestina aumentaron sus
niveles, sugiriendo que las células se diferenciaron exitosamente hacia tipos celulares

neurales.
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Figura R.12: Validacién del ensayo de diferenciacién in vitro dirigido de mESCs de la linea R1. Expresidn
de genes marcadores a distintos dias (D) del protocolo de diferenciacion. La expresidn del gen
mencionado arriba de cada grafico individual se midié por RT-qPCR, se normalizé a la expresidn de
GAPDH y se relativizo al dia 0 del protocolo.

Contrariamente a lo que esperabamos, como se muestra en la Figura R.13, la
expresion de Prmt8 disminuyd de forma similar a lo que ocurrié con el protocolo no
dirigido de hanging drop. Si bien esperdbamos que su expresion se regule
positivamente en células nerviosas, creemos que la expresidn de esta metiltransferasa
debe ser especifica de un tipo celular determinado, pero no necesaria para alcanzar
dicho tipo celular durante un proceso de diferenciacién. De ser asi, cabe la posibilidad
de que este protocolo no logre producir una cantidad suficiente de células tal que los

niveles de mensajero de Prmt8 puedan ser detectados.
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Figura R.13: Expresion de Prmt8 durante la diferenciacién dirigida de mESC de la linea R1. La expresion
de Prmt8 se midio a distintos dias (D) del protocolo de diferenciacion por RT-qPCR, se normalizé a la
expresion de GAPDH y se relativizé al dia 0 (DO) del protocolo, es decir, a células indiferenciadas.

3. Estudio de la relevancia de Prmt8 en células madre pluripotentes

3.1 Generacidn de una linea estable que sub-expresa Prmt8 de manera inducible

Una vez que comprobamos que la transcripcién de esta metiltransferasa es modulada
durante la diferenciacién, nos propusimos investigar su influencia sobre las
propiedades fundamentales de las células indiferenciadas: la autorenovacién y la
pluripotencia. Para ello, decidimos silenciar Prmt8 introduciendo de forma estable en
ESCs de la linea R1, diversos shRNA inducibles cuyo blanco especifico es el RNA
mensajero de esta enzima. Dado que las ESC poseen una muy baja eficiencia de
transfeccidon, optamos por introducir estos shRNAs mediante transduccién con
particulas lentivirales defectivas en su replicacién. Primero elegimos las tres secuencias
con mejor puntaje dentro de las predisefiadas por The RNAi Consortium (TRC,

www.broadinstitute.org/rnai/public/gene/search). Estas secuencias estan

especialmente disefiadas para formar una estructura de horquilla al ser transcriptas.
Los productos procesados de estas horquillas reconocen regiones diferentes de la

secuencia codificante del RNA para el cual fueron disefiadas. Posteriormente,
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procedimos a clonar dichas secuencias de manera direccional en el vector Tet-pLKO
Puro, obtenido comercialmente (Addgene). Este vector posee todas las secuencias
necesarias para que el shRNA se empaquete en particulas virales y el gen que confiere
resistencia al antibidtico puromicina, de manera de poder seleccionar establemente las
células que hayan integrado la secuencia deseada en el genoma. Este sistema cuenta,
ademds, con la ventaja de ser inducible por tetraciclina. Silenciar la secuencia de
interés en el momento que se desee es, en este caso, de gran importancia. Si nuestra
hipotesis fuera correcta y Prmt8 resultase necesario para el mantenimiento de las
propiedades de las ESCs, la introduccién de un shRNA de expresidn constitutiva llevaria
a la diferenciacidon espontanea de las ESC que lo contengan, haciendo imposible la
seleccidn de clones estables.

Luego de obtenidos los tres vectores con los shRNA correspondientes (Tet-pLKO
puro shPrmt8 1025, 1036 y 1093), transfectamos las células empaquetadoras HEK293T
con el fin de ensamblar las particulas lentivirales. Posteriormente, transdujimos ESCs
de la linea R1 con los sobrenadantes virales que llevan cada uno de los shPrmt8. Estas
ESCs fueron seleccionadas por 5-7 dias con el antibidtico puromicina. Para conocer la
minima concentracion de puromicina que logra matar a la totalidad de las células que
no poseen el transgen realizamos una curva de respuesta al antibiético con las
siguientes concentraciones del mismo: 0, 0,5, 1, 2,5 y 10 ug/ml. Luego de 5 dias con 1
pug/ml de puromicina no encontramos células wild type viables. Las células que
sobrevivieron al proceso de seleccién se dejaron crecer por dos dias mas y luego
tomamos estas colonias y las disgregamos para obtener clones y pooles de células
resistentes.

Utilizando un pool de células procedente de cada transducciéon, estudiamos
cudl de las tres horquillas resultd mas efectiva a la hora de disminuir la expresion del
RNA mensajero de Prmt8. Debido a que la expresién de dichas horquillas se encuentra
regulada por un promotor activable por tetraciclina o su andlogo mas estable,
doxiciclina, medimos los niveles de Prmt8 en ESCs tratadas con dos concentraciones de

doxiciclina, a diferentes tiempos (Figura R.14).
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Figura R.14: Expresion de Prmt8 en células de las lineas R1 wt o R1 1025, 1036 6 1093 cultivadas con 100
ng/ml o 1 ug/ml de doxiciclina. La expresion de Prmt8 se midié a distintos 24 6 48 horas mediante RT-
gPCR, se normalizo a la expresién de GAPDH vy se relativizé al control no tratado (0 horas).

Para este ensayo, elegimos dos concentraciones de doxiciclina que estuvieran

en los extremos de lo recomendado por el proveedor del vector: 100 ng/mly 1 ug/mly

medimos la expresion de Prmt8 a las 24, 48 y 72 horas. Como se observa en el panel

correspondiente a la linea R1 wt, existe una gran variabilidad en la expresién de Prmt8
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en presencia de doxiciclina aun en ESC que no poseen el shRNA. A lo largo de todo este
trabajo observamos esta misma variabilidad aun en células wt en ausencia de
doxiciclina, sugiriendo que se debe mas a un fenémeno de regulacién de la enzima que
a una respuesta al inductor del transgen. De los tres shRNAs analizados, el Unico que
parece disminuir la expresidon de este gen de forma robusta y confiable es el shPrmt8
1036. Ademas, lo hace con una eficiencia de alrededor del 80%. Tanto la induccién del
shPrmt8 1025 como del 1093 no resultaron confiables para disminuir los niveles de
Prmt8. Para el resto de los ensayos decidimos utilizar las células que contienen en su
genoma el shPrmt8 1036 y las denominamos R1 1036. Ademads, para esta linea, no
observamos diferencias entre las concentraciones de doxiciclina ensayadas, razén por
la cual para el resto de los experimentos continuamos utilizando la concentracidon mds
baja.

Las secuencias de las horquillas fueron elegidas con el criterio de que ninguna
tuviera otro blanco mas que Prmt8. Sin embargo, considerando la alta similitud de
secuencias de esta proteina con Prmtl, decidimos asegurarnos que el shRNA 1036
disminuye especificamente la expresion de Prmt8 y no la de Prmtl. Para ello
analizamos, en primer lugar, la expresién de Prmtl en la linea R1 wild type y R1 1036
en presencia de doxiciclina. Observamos que los niveles de este gen en la linea

parental y la linea modificada son muy similares (Figura R.15).
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Figura R.15: Expresion de Prmt1 en células de las lineas R1 wt o R1 1036 cultivadas con 100 ng/ml de
doxiciclina durante 48 horas. La expresién se midié mediante RT-qPCR, se normalizé a la expresién de
GAPDH y se relativizé al control no tratado (0 horas).
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Ademas, comparamos por medio del programa Genious Basic (Biomatters) la
secuencia blanco de este shRNA con la de los cuatro mensajeros anotados de Prmt1.
Se utilizaron los parametros por defecto del programa (Matriz de costo: 65% de
similitud (5.0/-4.0), penalidad de brecha: 12, penalidad de extensidon de brecha: 3 y
tipo de alineamiento: global con brechas finales libres). EIl shRNA 1036 se alinea con el
ex6n 12 de los mensajeros de Prmtl pero posee 5 missmatches no consecutivos. Mas
aun, al alinear esta secuencia blanco con todos los mensajeros de Mus musculus

utilizando la herramienta BLAST del sitio de NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) el

Unico resultado compatible con el de la secuencia ingresada es el de Prmt8 (E value =
0.005).

Intentamos confirmar que los niveles de la proteina Prmt8 disminuyen en
células donde se induce el shRNA. Todos los anticuerpos comerciales contra Prmt8
reconocen un péptido que también es parte de la secuencia aminoacidica de Prmtly,
dado que esta ultima es la metiltransferasa mayoritaria en mamiferos, no logramos ver

diferencias en ensayos de inmunofluorescencia o western blot.

3.2 Rol de Prmt8 sobre la auto-renovacion de ESCs

Una vez obtenida la linea estable inducible para el silenciamiento de Prmt8, nos
propusimos estudiar la importancia de este gen en las propiedades basicas de las
células madre pluripotentes: la auto-renovacién y la pluripotencia. En primer lugar,
con el objetivo de analizar el rol de Prmt8 en el mantenimiento del estado
indiferenciado, indujimos la expresidon del shRNA mediante tratamiento de las células
R1 1036 con doxiclina por 48 horas y las comparamos con su control no tratado
correspondiente. Por otra parte, evaluamos el efecto de la doxiciclina per se mediante
tratamiento de la linea R1 wild type. Observamos una diferencia de morfologia de las
colonias correspondientes a la linea R1 1036 cuando se induce la expresion del shRNA.
En la Figura R.16 se observa que las colonias de células tratadas con doxiciclina son
mas grandes, refringentes y simétricas que aquellas de la misma linea que no fueron
tratadas. Asimismo, notamos que las células R1 1036 que son cultivadas por largos

periodos de tiempo en presencia de doxiclina aumentan mas rapidamente en nimero
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que aquellas que son cultivadas sin doxiciclina. Esto no sucede en la linea parental,
donde las colonias de células tratadas o no con doxiclina suelen tener el mismo
tamaiio y tiempo de duplicacién. En estos momentos nos encontramos evaluando si
las células R1 1036 tratadas con doxiclina tienen una mayor tasa de proliferaciéon

celular.
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Figura R.16: Fotos de campo claro obtenidas con un aumento 400X, de células R1 wt o R1 1036
cultivadas con o sin doxiciclina por 48 horas. Cada grupo contiene fotos de dos campos

correspondientes a dos experimentos independientes.

Una primera hipétesis que formulamos es que Prmt8 es necesaria para el
mantenimiento de la auto-renovacidn. Por el contrario, observamos que las células con
menores niveles de Prmt8 aparentan ser homogéneamente indiferenciadas. Para
confirmar esta observacion decidimos analizar por inmunofluorescencia la presencia y
localizacion de Oct4, Nanog y SSEA-1, todos ellos marcadores del estado
indiferenciado, en células tratadas o no con doxiciclina por 48 horas (Figura R.17).

Como mencionamos anteriormente, ademas tratamos a células R1 wild type con
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doxiciclina para estudiar si las diferencias observadas se debian a un efecto
inespecifico de esta droga. Como se muestra en la Figura R.17, no observamos
diferencias en cuanto a intensidad y ubicacidon de los marcadores analizados para
células wild type cultivadas en presencia o ausencia de doxiclina por 48 horas. No
obstante, pudimos observar que en ambos condiciones existe cierta heterogeneidad
en la localizacién subcelular de Nanog. Existen gran cantidad de reportes de que las
ESCs presentan cantidades de Nanog diferentes dentro de una misma colonia (Singh,
Hamazaki, Hankowski, & Terada, 2007). Asi, las células de dicha colonia pueden
dividirse en high Nanog y low Nanog segun los niveles de expresidon del mismo. En este
ensayo nosotros no pudimos apreciar diferencias en la intensidad de este factor de
transcripcién, pero si notamos que tanto en las células del borde de la colonia como en
las que se desprendieron de ella Nanog se encuentra en el citoplasma. Por otro lado,
en las células que se encuentran en el interior de la colonia, especialmente en aquellas
colonias mas compactas y de aspecto mas redondeado, con morfologia tipica de célula
indiferenciada, Nanog se localiza preferentemente en el nlcleo o tanto en nucleo
como citoplasma.

Posteriormente, repetimos este protocolo con células de la linea R1 1036
induciendo o no el shRNA por 48 horas. Nuevamente, analizamos estas muestras con
anticuerpos que reconocen especificamente Oct4, Nanog y SSEA-1. Las células 1036
tratadas con doxiciclina presentan marcaciones para Oct4 y SSEA-1 que son
indistinguibles de las de células sin tratar. Sin embargo, nuevamente notamos que las
colonias de células a las que se les indujo el shRNA son mas grandes (dato no mostrado
en esta figura), simétricas y conservan un mejor aspecto en general que las de la
condicién control. Mas aun, la marca de Nanog parece ser mas homogénea en células
1036 con doxiciclina, reteniendo su localizacidon nuclear aun en las células ubicadas en

los bordes de las colonias (Figura R.18).
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R1 wit sin Doxiciclina R1 wt con Doxiciclina

Figura R.17: Inmunofluorescencia confocal de células R1 wt cultivadas en presencia o ausencia de doxiciclina 100 ng/ml por 48 horas. En las fotos se muestran colonias
representativas de la muestra indicada en el borde superior de la figura. Las células se marcaron con los anticuerpos especificos mencionados en la columna del centro de cada
panel. Los nucleos se tifieron con DAPI. Aumento 400X.
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R1 1036 sin Doxiciclina R1 1036 con Doxiciclina

Actina

Figura R.18: Inmunofluorescencia confocal de células R1 1036 cultivadas en presencia o ausencia de doxiciclina 100 ng/ml por 48 horas. En las fotos se muestran colonias
representativas de la muestra indicada en el borde superior de la figura. Las células se marcaron con los anticuerpos especificos mencionados en la columna del centro de cada
panel. Los nucleos se tifieron con DAPI. Aumento 400X.
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Por otro lado, existen reportes en la literatura que indican que una de las proteinas
con las que se puede asociar Prmt8 es actina (Pahlich, Zakaryan, & Gehring, 2008).
Debido a que el remodelado del citoesqueleto es un requerimiento clave durante la
diferenciacion, quisimos estudiar si la ausencia de Prmt8 en mESCs modifica de alguna
manera las fibras de actina. Para ello, realizamos un analisis de inmunofluorescencia
en células de la linea R1 wt y 1036 a las que se las cultivé en presencia o ausencia del
inductor doxiciclina de la misma manera que los ensayos anteriores. En estos ensayos
no pudimos observar diferencia alguna en intensidad de marca, localizacién o
apariencia de la marca de actina. Cabe mencionar que debido a que las mESC son muy
pequefias en tamafio y poseen muy poco citoplasma en comparacion al volumen de su
nucleo, aunque existiese alguna diferencia en la estructura del citoesqueleto resultaria

muy dificil observarla por técnicas de microscopia.
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3.3 Rol de Prmt8 sobre la pluripotencia de ESCs

Como mencionamos anteriormente en repetidas oportunidades, otra de las
propiedades que caracterizan a las ESCs ademds del mantenimiento de su estado
indiferenciado en cultivo, es su habilidad para diferenciarse a tipos celulares derivados
de las tres capas germinales. Dado que las células que poseen menor expresion de
Prmt8 parecen Dado que las células que poseen menor expresion de Prmt8 tienen
morfologia de colonia indiferenciada, expresan los marcadores de estado
indiferenciado e incluso tienen mejor aspecto que las que lo expresan normalmente,
resulta de interés saber si, ademas, se pueden diferenciar con normalidad, es decir, si
preservan su pluripotencia. Con este objetivo sometimos a células que poseen el
shRNA contra Prmt8, cultivadas en presencia o ausencia de doxiciclina, al mismo
protocolo de diferenciaciéon no dirigido que utilizamos en la primera parte. Tomamos
cuerpos embrioides al dia 7 y al dia 11 post-adherencia y analizamos presencia y
distribucién de los marcadores moleculares de endodermo, Alfa-fetoproteina (AFP);
mesodermo, actina de musculo liso (AML) y ectodermo, beta-IIl tubulina (B3T). Como
se observa en la Figura R.19, la linea 1036 posee, en ausencia de doxiciclina, expresidon
de todos los marcadores analizados, lo cual nos confirma que estas células son capaces
de diferenciarse in vitro a los tres linajes a pesar de estar genéticamente modificadas.

En experimentos de diferenciacién realizados previamente con la linea R1 wt,
las marcas de AML y B3T tradicionalmente se limitan a cimulos en forma de esfera
localizados en ciertas regiones de los cuerpos embrioides (datos no mostrados).
Hemos observado este tipo de marcas en distintos dias del protocolo de
diferenciacion, inclusive en cuerpos embrioides R1 wt de dia 11. De forma similar, los
cuerpo embrioides de dia 7 correspondientes a la linea 1036 sin doxiciclina muestran
tener este tipo de marca dispersa. Llamativamente, al dia 11 de este protocolo,
ademas de la marca en forma de climulos tradicional, estos cuerpos embrioides
comienzan a mostrar en su periferia células de fenotipo fibroblastico que presentan
AML en el citoplasma en forma de fibras alargadas. Si la diferenciacién de células 1036
se lleva a cabo en presencia de doxiciclina (Figura R.20), los cimulos de AML se tornan
mas evidentes y conspicuos en el centro de los cuerpos embrioides, mientras que a dia

7 se puede observar que algunas células ya presentan AML como fibras alargadas
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definidas. A dia 11, practicamente todos los cuerpos embrioides de la linea 1036
diferenciados en presencia de doxiciclina poseen en su periferia células que se tifien
fuertemente con AML en forma de fibras mientras que muy pocos siguen presentando
los cimulos en forma de esfera.

De la misma manera, los cuerpos embrioides de la linea 1036 derivados en
ausencia de doxiciclina presentan la misma marca dispersa de B3T. Sin embargo,
cuando estas células se diferencian en presencia de doxiciclina observamos una marca
definida en forma de fibras delgadas compatible con la de procesos neuronales. Cabe
destacar que en estas muestras, B3T marca una gran red de procesos en las tres
dimensiones, hecho que no se consigue apreciar en las fotos.

En conjunto, estos resultados sugieren que la ausencia de Prmt8 provee un
contexto que favorece la diferenciacién de las células hacia un tipo celular
determinado, o al menos, a tipos celulares donde la AML tiene esta organizacion
particular.

En este momento nos encontramos estudiando si la ausencia de Prmt8 posee
algun efecto durante la diferenciacion de ESCs in vivo mediante ensayos de formacion
de teratomas. Por otro lado, también estamos evaluando si estas células poseen la

capacidad de diferenciarse en un protocolo dirigido hacia linaje neural.
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Dia 7 Dia 11

R1 1036 sin Doxiciclina

Figura R.19: Inmunofluorescencia confocal de cuerpos embrioides derivados de células R1 1036 diferenciados en ausencia de doxiciclina. En las fotos se muestran cuerpos
embrioides representativos correspondientes al dia post-adherencia indicado en el borde superior de la figura. Las células se marcaron con los anticuerpos especificos mencionados
en la columna del centro de cada panel. Los nucleos se tifieron con DAPI. Aumento: para AML y AFP 400X, para B3T 600X.
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R1 1036 con Doxiciclina

Figura R.20: Inmunofluorescencia confocal de cuerpos embrioides derivados de células R1 1036 diferenciados en presencia de doxiciclina 100 ng/ml. En las fotos se muestran
cuerpos embrioides representativos correspondientes al dia post-adherencia indicado en el borde superior de la figura. Las células se marcaron con los anticuerpos especificos
mencionados en la columna del centro de cada panel. Los nucleos se tifieron con DAPI. Aumento: para AML y AFP 400X, para B3T 600X.
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4. Regulacidn de la expresion de Prmt8 por los factores de pluripotencia

En el estudio de ChIP on chip realizado por Kim y colaboradores se reportd que
Prmt8 es capaz de reclutar en su promotor los factores de transcripcion del estado
indiferenciado. Sin embargo, estos datos fueron presentados en el marco de un
trabajo del tipo whole genome y no fueron validados posteriormente. Es por eso que
decidimos intentar profundizar en la regulacién del promotor de esta metiltransferasa.
Como primera aproximacién, realizamos un estudio in silico de los sitios putativos de
unién de factores de transcripcién de pluripotencia a dicho promotor, analizando las
primeras 5000 pares de bases rio arriba del +1 de transcripcion. Para ello, utilizamos la

herramienta Matinspector de Genomatix (www.genomatix.de/matinspector.html) y

basandonos en las matrices general core promoter elements y vertebrates. Como se
esquematiza en la Tabla R1 y Figura R.21, esta busqueda arrojoé que existen multiples
sitios individuales para Oct4, Nanog y Sox2 y cuatro sitios para los tres factores en
conjunto.

Con el propésito de estudiar si los factores mencionados regulan la expresion
de Prmt8, utilizamos un abordaje experimental de analisis de expresién en un sistema
heterdlogo. Elegimos la linea celular normal mamaria HC11, dado que no expresa
Prmt8, ni los factores Oct4, Sox2 y Nanog. Por otra parte, estas células tienen alta
eficiencia de transfeccién, lo que nos permitiria transfectar vectores de expresién
codificantes de los factores mencionados y evaluar los niveles endégenos de Prmt8.
Sin embargo, si bien obtuvimos una primera idea de la regulacién que ocurria, los
niveles de transfecciéon no resultaron suficientes para sacar conclusiones claras. Por
esta razén, decidimos cambiar de abordaje, por uno con mayor eficiencia. Para ello,
obtuvimos particulas virales mediante transfeccidon de células empaquetadoras de la
linea HEK 293T (ver materiales y métodos). Transdujimos células de la linea HC11 con
estas particulas virales conteniendo los transgenes OCT4 (pMXs-hOCT4), NANOG
(PMXs-hNANOG) o una combinacién de Oct4, Sox2 y KIf4 (STEMCCA). Este ultimo es

uno de los vectores que se utilizan de rutina en la reprogramaciéon de células
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diferenciadas en iPSC. Como control transdujimos las HC11 con particulas virales que

llevan el transgen de la proteina fluorescente verde, GFP (pLKO3G).

Prmt8

# Desde

Nanog

129
1732
2193
2205
3026
3601

o G A W N =

Oct 4

472
839
1321
1450
2073
2558

O a A~ WO N =

Hasta

147
1750
2211
2223
3044
3619

490
857
1339
1468
2091
2576

Sitio conjunto Oct4, Nanog, Sox2

1 717

2 1111
3 2979
4 3507

735
1129
2997
3525

Similitud al consenso

0.946
0.959
0.966
0.954
0.961
0.960

0.815
0.821
0.835
0.867
0.942
0.961

0.794
0.801
0.822
0.808

Secuencia

atgcatgAATGtctacatg
atctgtgAATGtttgtcct
cacacttAATGggctctga
tgtgttgAATGgcacactt
ctgttggAATGggaaaggg
gggcatgAATGagcagtct

ggcttagGCATaccctctt
ttctcctGCATaaaagcct
ttcagtgGCATctcacaac
ggtatcaGCATcacagaac
gcagtctGCATctgcacac
ctctttt GCATgagtatca

agggtctGCAAagcaattg
agagtttGCACctgaatct
tgagttgGCATagcaaact

cataactGCATctaaaaaa

Tabla R.1. Andlisis in silico del promotor de Prmt8 en busca de secuencias consenso para la union de los factores de
transcripcion Nanog, Oct4 y Sox2. Se analizaron 5 kpb hacia la region 5’ del sitio de inicio de la transcripcion,
tomandose la posicion mas lejana a dicho sitio como posicidon “0”. Se presentan las posiciones, las secuencias

encontradas y el grado de similitud a la secuencia consenso de cada factor. En las secuencias, en mayuscula figuran

los sitios fundamentales para la union de los diferentes factores y en rojo otras secuencias que también resultan

importantes para dicha union.

96



Tesis Doctoral Carlos Luzzani

Promotor Prmt8
-5000/ +500

I 100 200 300 400 500 800 700 800 900 1,000 1,100
] L} L) I - '

i G @ I'Li —p—

MNanog et 4 os
— |'_:‘00' i ,3:.‘{0 1,400 1 .'sluu i .'q 00 1,760 ] ,EEUD ] .u'.ou 2.000 e 7 100 2,200

T 14

OSNT . {anog lanog
2,400 2,500 2,600 2,700 2,800 2,800 3,000 3,100 3,200 3,300
1 1 P - i L} L} 1 1 —h 1 1 L}
-\ .Ir._\- | 4
et 4 OSNT  Naneg
3,400 3500 3800 3,700 3,800 3,800 4.000 4,100 4,200 4300 4,400
L} L] | - i i L) i L) L} 1 1

4500 900 5,000 R lI ([} 5'."".?& 5'.'?;'00 {

Figura R.21: Representacion de la region promotora del gen Prmt8, tomando 5 kpb, el sitio de inicio de la transcripcion, la region 5 UTR (5’ Untranslated Region, regién 5’ no traducible), y la
secuencia codificante (CDS, en amarillo), ademas de los posibles sitios de unidn para los factores estudiados. Para dicho anélisis utilizamos el software Geneious Pro.
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En la Figura R.22A se muestran los niveles de expresién de los transgenes introducidos,
con el fin de confirmar que estos se estén expresando. Al analizar la expresién de
Prmt8 observamos que en las células transducidas con Oct4 o Nanog la misma se
induce unas 25 veces mientras que la induccién es mucho mayor cuando se utiliza el
vector STEMCCA. Como control de que esta induccion es especifica de Prmt8 medimos
ademas, los niveles de expresion de Prmtl. Si bien Genomatix predice algunos sitios de
unién para los factores de transcripcion de pluripotencia en el promotor de Prmtl
segun los datos del trabajo de Kim estos factores no se unen al mismo, por lo cual los
niveles de transcripciéon de Prmtl no deberian cambiar con la introduccion de los
transgenes. Efectivamente, como muestra la figura R.22B, los niveles de expresion de

Prmt1 no varian apreciablemente en las células transducidas.
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Figura R.22: Expresion de Prmt8 en células HC11. Se transdujeron células HC11 con particulas virales
conteniendo vectores de expresidon para OCT4, NANOG o una combinacion de Oct4, Sox2 y KIf4. A éstas
se le midio la expresién de los genes mencionados arriba de cada grafico individual mediante RT-qPCR.
La misma se normalizé a la expresién de GAPDH y se relativizo al control transducido con un vector que

codifica para GFP.
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Por otra parte, con el propdsito de analizar con mayor resolucién las regiones del
promotor que gobiernan la transcripciéon de este gen, planeamos realizar ensayos de
inmunoprecipitacion de la cromatina. Para ello, disefiamos oligonucleétidos que
flanquean los sitios de unién de los factores de pluripotencia, predichos por el analisis
in silico. Nos encontramos en la etapa de puesta a punto de esta técnica, que esta
insumiendo mas tiempo del planeado, por lo que no pudimos incluir los resultados en

este trabajo.
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Discusion
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El establecimiento en 1981 de las primeras lineas de células madre
embrionarias de ratdn produjo un gran avance en el campo de la biologia del
desarrollo. Estas células posibilitaron el estudio en profundidad de un estadio celular
de gran interés como es la pluripotencia. Desde entonces, se lograron grandes avances
en el entendimiento de la biologia molecular de estas células que culminaron, en el
afno 2006, con la generacion de las células madre pluripotentes inducidas a partir de
fibroblastos de ratdn. Por otro lado, en 1998, se establecié por primera vez el cultivo
de ESCs humanas. Este hecho despertd gran interés tanto en la comunidad cientifica
como en la sociedad en general debido a las perspectivas de utilizar células para
desarrollar terapias de medicina regenerativa. Debido a que las ESCs son derivadas de
embriones, la fuente de obtencidon de hESCs siempre resulté un obstdculo a resolver si
lo que se busca es crear una nueva generaciéon de tratamientos. En 2007, el
experimento de reprogramacién que Yamanaka habia realizado con fibroblastos
murinos un afio antes, se repitié exitosamente en células de origen humano.

Resta todavia comprender mucho sobre la bioquimica y la biologia molecular
gue caracteriza a las células madre pluripotentes, tanto embrionarias como inducidas.
En ese sentido, en los ultimos anos se consolidd a la estructura de la cromatina como
un parametro imprescindible a ser modulado para mantener dichas propiedades. La
cromatina de las células pluripotentes posee caracteristicas Unicas que incluyen una
conformacién abierta y una asociacién hiperdindmica de las proteinas que la
conforman, lo cual refleja la plasticidad del genoma de las células pluripotentes y
contribuye al mantenimiento del estado indiferenciado y la auto-renovacion (Mattout
& Meshorer, 2010). Distintas metodologias permitieron observar la baja proporcién de
focos de heterocromatina en el estado indiferenciado, mientras que éstos aumentan a
medida que las células se diferencian. Los niveles de metilacion en el ADN de células

pluripotentes, por otro lado, son mucho menores que en su contraparte diferenciada.

El objetivo principal de este trabajo fue contribuir a la busqueda de factores
relacionados con la estructura de la cromatina que pudieran ser importantes para el

mantenimiento de las propiedades bdasicas de las ESCs. Para ello, nuestra estrategia se
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basé en realizar una primera busqueda de enzimas con conocida actividad
remodeladora de la cromatina cuya expresion fuera modulada durante Ia
diferenciacion in vitro. Como explicamos previamente, elegimos los genes a estudiar
basados en datos de unidn de factores de transcripcion de pluripotencia a los
promotores correspondientes. En un principio, supusimos que era probable que
distintos grupos de enzimas se regularan en conjunto segun su actividad. Por ejemplo,
dado que las ESCs contienen un mayor porcentaje de su genoma acetilado, una
posibilidad consiste en que muchas acetilasas se sub-expresen durante la
diferenciacién a la vez que las expresiéon de las deacetilasas se incremente. Sin
embargo, no logramos identificar fendmenos de regulacion conjunta sino
modulaciones individuales. Los niveles de expresién de la mayoria de las enzimas
analizadas que se modularon durante este ensayo disminuyeron, lo cual es compatible
con la teoria de una transcripcidon permisiva en células indiferenciadas. No obstante,
podemos destacar casos donde los niveles de RNA mensajeros no cambiaron
apreciablemente o inclusive se indujeron con la diferenciacién celular. Tal es el caso de
GTF3C4 en mESCs y de ciertas HDACs en hESCs. Dos casos muy llamativos en células
humanas son los de JARID2 y BMI-1. JARID2 es una demetilasa de histonas para la cual
no se conocia regulacion ni rol alguno en ESCs al momento de iniciar este trabajo. En
2010, sin embargo, se encontrd que JARID es quien recluta el complejo represor
Polycomb (PRC) al DNA resultando asi, indispensable para la correcta diferenciacion
celular (Landeira et al.,, 2010; Pasini et al., 2010). Nosotros encontramos, en este
trabajo, que JARID2 se regula negativamente progresiva y consistentemente durante la
diferenciacion in vitro. BMI-1, por otra parte, forma parte integral del PRC-2 y su
induccion es necesaria para la diferenciacion hacia el linaje hematopoyético. Nuestros
resultados indican que este gen se induce fuertemente con la diferenciacién, datos
avalados por resultados similares recientemente publicados utilizando mESCs como
modelo de estudio (Ding et al., 2012).

De este screening obtuvimos una serie de genes que pueden cumplir alguna
funcién en el mantenimiento de las propiedades de células embrionarias y que

actualmente son objeto de nuevas investigaciones de nuestro grupo de trabajo. En
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particular, nos llamé la atencidn la fuerte modulacion en la expresién de una proteina
metiltransferasa de argininas, Prmt8. Esta enzima, que hasta el momento solo se
encontré presente en el sistema nervioso central del ratén, se expresa también en
células indiferenciadas pero sus niveles disminuyen entre un 80 y un 90% al segundo
dia de diferenciacidn in vitro. Cabe destacar que esta cinética no se observa en la linea
de iPSC establecida previamente en nuestro laboratorio, donde la disminucién de la
expresion de Prmt8 es gradual, pero si en dos lineas de mESCs derivadas en forma
independiente.

Prmt8 es una proteina poco estudiada hasta el momento, con gran homologia
de secuencia aminoacidica con otra metiltransferasa de expresidon ubicua, Prmtl. Las
dos enzimas difieren principalmente en su porcién amino terminal donde Prmt8 posee
76 aminoacidos mas que su gen paralogo. Algunos estudios proponen que esta porcion
le confiere a Prmt8 un nivel de regulaciéon exclusivo. En particular, el clivaje del residuo
n-terminal aumenta, in vitro, la actividad de esta enzima. Mas aun, esta region de
Prmt8 posee un aminoacido pasible de ser modificado por miristoilacién, lo cual llevé a
suponer que esta enzima se localiza en la membrana plasmatica (Sayegh, Webb,
Cheng, Bedford, & Clarke, 2007b). Sin embargo, estos ensayos se realizaron con
proteinas de fusidn que unen la metiltransferasa a GST o GFP, respectivamente. En
2009, el grupo de Kousaka y colaboradores encontrd, utilizando un anticuerpo
producido por ellos, que la expresidon de Prmt8 se restringe al sistema nervioso central
y, en particular, al nicleo de neuronas (Kousaka et al., 2009). Aunque se sabe con qué
proteinas interactia, poco se sabe de la funcién de Prmt8 en el sistema nervioso
(Pahlich et al., 2008).

Debido a que, ademas de las células pluripotentes, esta proteina solo se
expresa en neuronas, evaluamos la posibilidad de que Prmt8 sea importante para la
diferenciacién hacia el linaje neural. En este sentido, hipotetizamos que durante la
salida del estado indiferenciado tal vez se necesario que Prmt8 disminuya pero que
posteriormente, cuando las células comienzan a comprometerse con los linajes
correspondientes, es posible que esta enzima vuelva a expresarse en células del tejido

nervioso a la vez que se mantiene silenciada en otros tipos celulares. Para probar esta
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hipotesis, sometimos a ESCs wild type a un protocolo de diferenciacién dirigido hacia
precursores neuronales. Al medir la expresiéon del mensajero de Prmt8 en distintos
dias de este protocolo y compararlo con células indiferenciadas encontramos que,
contrariamente a lo que creiamos, los niveles de esta enzima no se recuperan. Esta
observacion puede deberse a multiples factores. En primer lugar, es posible que el
protocolo ensayado no haya alcanzado un ndmero suficiente de células capaces de
expresar Prmt8 como para detectar su expresion. Por otro lado, en el trabajo de
Kousaka se reporta la aparicion de esta enzima en el cerebro a partir del tercer dia
post-natal (P3) y un maximo de expresién en el dia P28. Es probable que el protocolo
utilizado no logre alcanzar el grado de diferenciacidn celular necesario para recuperar
los niveles en la expresion de Prmt8. Por ultimo, cabe la posibilidad que los niveles de
transcripcién de este gen en las neuronas sean mucho menores a los existentes en
ESCs, y que exista algin mecanismo de regulacidn postranscripcional de la traduccién
gue aumente la formacién de proteina a partir de los niveles de mensajero existente lo
gue haria innecesario que la transcripcién de este gen vuelva a aumentar.

Con el fin de estudiar la relevancia de Prmt8 en células pluripotentes,
decidimos modificar genéticamente células de la linea R1 para que expresen de
manera inducible un shRNA contra el RNA mensajero de Prmt8. En este trabajo
mostramos que la linea R1 1036 en presencia del inductor doxiciclina sub-expresa el
mensajero de Prmt8 pero no el de Prmtl. Debido a que los anticuerpos comerciales
disponibles para Prmt8 reconocen un péptido que es comun a ambas enzimas, en este
trabajo no pudimos confirmar que los niveles de la proteina Prmt8 hayan disminuido
significativamente. Aunque realizamos un analisis de inmunofluorescencia en células
1036 cultivadas con y sin doxiciclina utilizando un anticuerpo contra Prmt8 no
logramos observar diferencias de intensidad o localizacién en la marca. Mds aun, es
probable que lo que estemos detectando con este anticuerpo es Prmtl y no Prmt8
debido a que se encuentra reportado que los niveles de la primera son muy superiores
a los de la segunda. Por otro lado, observamos que luego de la induccién el shRNA, las
colonias de la linea 1036 son mas grandes, simétricas y refringentes que las colonias de

células de la misma linea no tratadas con doxiciclina. Mas aun, estas células parecen
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crecer mas rapido teniendo que ser repicadas mas frecuentemente. Esto no ocurre en
la linea R1 parental, donde independientemente de la presencia de doxiciclina en el
medio, las células poseen la misma morfologia y aparentemente igual tasa de
duplicacién. En este momento nos encontramos analizando si las células que sub-
expresan Prmt8 proliferan mas que las que expresan esta enzima normalmente.

Las células de la linea 1036 cultivadas durante 48 horas con doxiciclina no
parecen presentar diferencias de expresion de marcadores tipicos del estado
indiferenciado como Oct4, SSEA-1 o Nanog. Sin embargo, si detectamos una leve
diferencia de localizacién del marcador Nanog en las células que sub-expresan Prmt8.
Se encuentra reportado que las células de mESCs son heterogéneas en cuanto a sus
niveles de Nanog (Kalmar et al., 2009; Singh et al., 2007). Utilizando microscopia
confocal no logramos observar estas diferencias de expresidn pero si se aprecia que en
las células de la periferia de la colonia, Nanog se encuentra predominantemente
citoplasmatico, mientras que en el centro de la colonia se encuentra mayormente
nuclear. No obstante, notamos que en las células tratadas con doxiciclina esta
heterogeneidad en la localizacion de la marca disminuye, encontrdndose mayor
numero de células con Nanog predominantemente nuclear independientemente de su
posicién en la colonia. Este fendmeno podria explicar las diferencias morfolégicas que
notamos siempre que se induce el shRNA, produciendo colonias de mejor aspecto
debido a que todas sus células se encuentran en un estadio indiferenciado similar,
probablemente determinado por la homogeneidad en los niveles y localizacién
subcelular de Nanog.

Luego de estudiar la influencia de Prmt8 en la auto-renovacion de las mESCs,
continuamos analizando si la disminucion en los niveles de esta proteina tiene algun
efecto sobre la capacidad de diferenciarse de las células embrionarias. Para ello,
sometimos a células 1036 cultivadas o no en presencia de doxiciclina a un protocolo de
diferenciacién in vitro no dirigido y analizamos la presencia y localizacién de diversos
marcadores de diferenciacion, mediante microscopia confocal. Al analizar el marcador
de endodermo alfa-fetoproteina no observamos diferencia alguna entre tratamientos.

Cabe destacar que la presencia de este marcador, en conjunto con la presencia de
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actina de musculo liso, marcador de mesodermo, y de beta lll- tubulina, marcador de
ectodermo, en las muestras de la linea R1 1036 indica que esta linea tiene el potencial
de diferenciarse a células derivadas de las tres capas germinales, al menos in vitro.
Observamos que los cuerpos embrioides de dia 7 proveniente de células 1036 a las
cuales no se les indujo el shRNA, presentan la marca cldsica del marcador AML. Esta
marca en forma de cumulos deslocalizados es la que observamos habitualmente
cuando se diferencian in vitro ESCs wild type. Sin embargo, a dia 11 los cuerpos
embrioides de este tratamiento comienzan a presentar un patrén de tincion
completamente distinto, exclusivo del citoplasma y en forma de fibras alargadas en
algunas células de la periferia de los cuerpos embrioides, aunque ademas retienen la
marcacién original. Por otro lado, los cuerpos embrioides de dia 7 derivados de células
1036 tratadas con doxiciclina presentan una marca mas conspicua y en forma de
cumulos de AML en el centro, pero a ese tiempo, ya se ven células con la marca en
forma de fibras en los bordes de los mismos. A dia 11 practicamente todos los cuerpos
presentaron un borde de células marcadas de esta forma y muy pocos de ellos la
marca anterior. Algo similar se observa con el marcador B3T, el cudl se expresa
exclusivamente en neuronas luego de que las neuritas se diferencian en dendritas y
axones. En los cuerpos de la linea 1036 sin doxiciclina observamos una marca tenue en
dia 7 que se incrementa al dia 11. Sin embargo, esta marca no presenta una
localizacion precisa. En contraste, los cuerpos derivados en presencia de doxiciclina
presentan, desde el dia 7, una marca definida que se asemeja a la fibras axonales. Esto
es llamativo, dado que dichos cuerpos embrioides son deficientes en Prmt8 cuya
expresion en el tejido adulto estd, precisamente, restringida a neuronas.

El protocolo de diferenciacién mediante la formacidn de cuerpos embrioides es,
como dijimos anteriormente, no dirigido. El estado indiferenciado in vitro es un
artificio creado y mantenido por los investigadores, que no tiene su correlato en el
mundo natural. En el animal, durante el desarrollo, solo se pueden encontrar células
pluripotentes en el macizo celular interno del blastocisto durante un breve periodo de
tiempo. Lo que se intenta con el protocolo de hanging drop es liberar a la célula de las

sefiales que las mantienen “congeladas” en estado indiferenciado, y proveerles una
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bateria de estimulos no especificos para que comiencen su camino hacia Ia
diferenciacion. Sin embargo, al no haber en este protocolo un estimulo especifico que
las conduzca hacia un tipo celular determinado, el linaje de destino de las células
depende exclusivamente del balance entre la estocasticidad de expresién de factores
de transcripcion, el nicho que la circunda y su estado epigenético. Es por eso que,
utilizando este protocolo, resulta dificil saber si al final del mismo hemos obtenido un
tipo celular determinado, completamente diferenciado, y en qué proporciones. No
obstante, las células genéticamente modificadas utilizadas en este trabajo parecen
diferenciarse hacia tipos celulares que no se alcanzaban con las células parentales. No
podemos descartar que esto sea un artificio de la introduccién del transgen en si, pero
hay dos hechos que nos apoyan en nuestra hipdtesis. En primer lugar, la linea celular
1036 proviene de un pool de células y no de un clon, lo cual mitiga la posibilidad que al
insertarse el shRNA haya interrumpido un elemento génico que influya en las
propiedades de la linea. Segundo, las células mantenidas y diferenciadas en presencia
de doxiciclina parecerian alcanzar dichos tipos celulares en cuestién mas rapidamente
que las células control. Por ultimo, creemos que el hecho de que los cuerpos
embrioides 1036 sin doxiciclina terminen presentando la marca de AML que
explicamos anteriormente se puede deber a cierto leaking del sistema inducible Tet-
On, debido a que para un éptimo control de este sistema, deberiamos utilizar SFB libre

de tetraciclina.

Finalmente, decidimos estudiar si el gen Prmt8 es regulado por los factores de
transcripciéon de pluripotencia. Como mencionamos anteriormente, el trabajo de Kim y
colaboradores provee datos de la unidn de estos factores de transcripcion a sitios de
todo el genoma (Kim et al., 2008). En dicho trabajo, se encontré que Nanog se une a
mas de 1200 promotores, Oct4 a mas de 780 y Sox2 a 819. Ademads de estos tres
factores de transcripcién existen otros considerados importantes en el mantenimiento
del estado indiferenciado. Dax1, Nacl, KIf4, Myc, Zfp281 y Rex1 son otros factores que
se expresan en ESCs y que fueron incluidos en ese andlisis. Segun ese trabajo, el

promotor de Prmt8 es capaz de reclutar 6 de los 9 factores de transcripcion
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estudiados, siendo parte de un grupo de 111 genes que unen esa cantidad de factores
y constituyendo, asi, uno de los 200 genes putativamente mas regulados por los
mismos. Aqui nosotros encontramos, ademas, que el promotor de esta enzima posee
mas de 20 sitios de unién predichos para factores de transcripcién de la pluripotencia,
de los cuales 9 corresponden a Oct4, 6 a Nanog, 1 a Sox2 y 4 a una secuencia de unién
compuesta para estos tres mas Tcf3 y Sall4. Debido a que el trabajo de Kim vy
colaboradores no estudia si la unidn de dichos factores efectivamente modula Ila
transcripcién de Prmt8, en este trabajo intentamos analizar la actividad de su
promotor en un sistema heterélogo que no expresa Oct4, Sox2, Nanog ni la
metiltransferasa. Los resultados de dicho experimento nos permitieron concluir que
tanto Oct4 y Nanog individualmente como una combinacién de Oct4, Sox2 y KIf4 son
capaces de inducir la expresion de Prmt8 en las células de epitelio normal mamario de
ratén HC11. Sin embargo, se observa que los niveles de transcripcion de Prmt8
aumentan mas cuando se introduce la combinacién de factores que cuando Oct4 o
Nanog se introducen individualmente. Como mencionamos previamente, en muy
pocos casos la introduccion y expresién forzada de estos factores alcanzé para activar
la expresion enddgena de los mismos. Este hecho no nos sorprendié dado que durante
la reprogramacion de fibroblastos, los niveles de Oct4, Sox2 y Nanog enddgenos tardan
varios dias en inducirse. Si bien este experimento no nos permite concluir sobre cuales
de los factores de transcripcion gobiernan la expresién de Prmt8 y en qué medida lo
hacen, si insindan que al menos Oct4 y Nanog inducen su transcripcién. Para un
estudio mas detallado de los elementos regulatorios del promotor involucrados en la
regulacion, planeamos realizar ensayos de inmunoprecipitacién de la cromatina vy
construcciones reporteras con regiones del promotor de Prmt8 dirigiendo la expresién
del gen reportero luciferasa. Planeamos cotransfectar estas construcciones en un
sistema heterdlogo junto con los vectores codificantes de los factores de transcripcién

utilizados en este trabajo.

Los resultados mostrados en este trabajo de tesis muestran que Prmt8 posee

altos niveles de transcripcion en ESCs y sugieren que éstos son producto de la actividad
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regulatoria de factores de transcripcidn tipicos del estado indiferenciado como Oct4,
Sox2 y Nanog. Ademds estos niveles transcripcionales disminuyen considerable vy
sostenidamente durante la diferenciacion de estas células mediante un protocolo no
dirigido. La diferenciacion dirigida de ESCs hacia el linaje neural no logra revertir esta
disminucién, al menos en los dias ensayados. Por otro lado, el silenciamiento de Prmt8
en una linea de mESCs no tiene efectos aparentes sobre la expresién de genes
marcadores del estado indiferenciado pero si sobre la morfologia de estas células, las
cuales originan colonias mas grandes, simétricas y refringentes. Por ultimo, hemos
probado que las células que sub-expresan la metiltransferasa son capaces de
diferenciarse in vitro hacia células derivados de las tres capas germinales pero que,
ademas, la ausencia de Prmt8 pareceria favorecer la aparicion de un tipo celular de
origen mesodérmico. En conjunto, estas evidencias proponen que Prmt8 podria tener
algun rol en la determinacién del destino celular mds que sobre el mantenimiento del
estado indiferenciado. Adn resta realizar ensayos que permitan ahondar en el
mecanismo por el cual esta enzima podria ejercer su funcién y confirmar la hipdtesis

propuesta.
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